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Le probléme de la Myocardite de la Poliomyélite reste un 
probléme ouvert pour le bactériologue, le clinicien et |’anato- 
miste : nous apportons ici la contribution de |’histopathologiste. 

Nos recherches ressortissent a la poliomyélite expérimentale ; 
elles ont utilisé un matériel de cceurs de souris blanches. 

Les objectifs de ce travail ont été assignés comme suit : 

1° Détecter des lésions du myocarde sur des cceurs de « souris 
neuves », c’est-a-dire d’animaux non inoculés. 

2° Relever les lésions myocardiques des cceurs de souris 
inoculées de souches de virus différents. 

8° Etablir la fréquence des lésions dans ces deux lots de souris. 

4° Faire l’analyse histologique des lésions, en reconnaitre 
les caractéristiques inflammatoires ou destructives, en établir le 
degré de gravité, confronter, pour en faire la comparaison, les 
aspects histopathologiques observés chez les « souris neuves » 
et chez les souris inoculées. 

5° Objectiver les lésions par des microphotographies donnant 
des images d’ensemble et, 4 des grossissements plus forts, les 
figures des différents éléments cellulaires constitutifs. 

Les conditions indispensables a ce travail ont été remplies ct, 
en particulier, les précautions rigoureuses concernant l’origine 
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et l’élevage des souris devant servir de tests normaux, ont éte 
prises. ; 

A titre de contréle, on ne. s’est pas limité aux animaux de 
notre élevage, mais on a eu recours A des souris d'origine, de 
pays et d’élevages différents. 

Les animaux d’expérience avaient tous les indices d’un excel- 
lent état physique, étaient en bonne vitalité et d’un comportement 
normal, Le poids des souris neuves a varié de 13 4 18 g. 

Les souris ont été inoculées par voie intracérébrale et intra- 
péritonéale par les souches suivantes dont nous indiquons en 
méme temps l’origine. Elles ont présenté des symptémes carac- 
téristiques de la maladie et ont été sacrifiées 4 des stades diffé- 
rents de l’évolution. ‘ 

Souche Lansing : Institut Pasteur de Paris (P* P. Lépine). 

Souche M. M. : Institut Pasteur de Paris (P” P. Lépine). 

Souche Columbia S. Kk. : P" C. Jungeblut (New-York). 

Souche Theiler. 

Souche Coxsackie : P" Dalldorf (New-York). 

Ornithose : Institut Pasteur de Paris (P" P. Lépine). 

Chaque coeur de souris a été débité en coupes sériées, ce qul 
a permis un inventaire complet de Porgane, ce qui représente 
une moyenne de 3 a 400 coupes. Plus de 24000 coupes ont été 
éludiées en recourant aux techniques courantes d’histologie et 
aux colorations complémentaires. 

Cest dans ces conditions que les constatations suivantes ont été 
faites : 

1° Des lésions myocardiques ont été décelées chez des souris 
neuves et chez les souris inoculées de souches différentes. 

2° La fréquence des lésions myocardiques a été reconnue dans 
65,6 p. 100 des cas de souris neuves et dans 64,8 p. 100 des cas 
de souris inoculées : elles sont donc pratiquement a parité égale 
dans les deux lots. 

Lenke, recherchant la fréquence de la myocardite chez des 
souris considérées comme normales, indique un pourcentage de 
30 p. 100. 

L’écart de statistique existant entre ces deux chiffres peut étre 
imputé au fait que linventaire total du cceur que nous avons 
pratiqué permet de découvrir un nombre plus grand de lésions 
que ceJui qui est fourni par des prélévements partiels du muscle 
cardiaque. 

3° D’autre part, analyse histologique a conclu a l’entiére simi- 
litude des lésions dans les deux lots de souris neuves et inoculées ; 
les seules différences observées dépendent uniquement de |’évo- 
lution et de l’ancienneté de la lésion. 

Les souris présentent toutes les altérations de la myocardite 
aigué atteignant le Ussu conjonctivo-vasculaire, interstitiel et les 
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constituants de la cellule myocardique. Foyers d’infiltrats multiples 
et diffus, altération précoce de la fibre, hyperplasmie, vacuole, 
cedéme, liquéfaction de la fibre. En bordure de la lésion, hyper- 
trophie du myoplasme avec gigantisme du noyau, fréquemment 
en amitose ou en karyokinése. 

D’autres montrent des lésions ressemblant morphologiquement 
aux nodules d’Aschof. 

Dans les lésions débutantes, l’infiltration est polymorphe : poly- 
nucléaires, lymphocytes ef cellules a chromatine linéaire (ceil de 
hibou, cellule d’Anitschkow) et dans les lésions plus tardives en 
voie de cicatrisation, apparaissent des fibrocytes, des calcifi- 
cations, ete. 


N. B. — Les cellules d’Anitschkow, considérées par certains 
auteurs comme pathognomoniques de la myocardite rhumatismale 
existent dans toutes les lésions de myocardite des souris neuves 
et des souris inoculées. 

Les facteurs étiologiques et le pouvoir pathogéne des différentes 
souches de virus n’influencent pas le type lésionnel, la morphologie 
des éléments fondamentaux de la lésion étant identique dans tous 
les cas. 

L’enquéte faite chez des souris non inoculées démontre la 
fréquence de la myocardite interstitielle. L’ignorance d’un facteur 
éliologique justifie mieux l’appellation de myocardite crypto- 
génique de celle de myocardite spontanée. 

Nous n’avons pas observé de myocardite chez des souris 
nouveau-nées ni chez des souriceaux inoculés par Dalldorf de 
souche Coxsackie. 

La myocardite n’apparait que plus tard et sa fréquence augmente 
avec |’ age. 

En poliomyélite humaine, notre matériel anatomique n’a pas 
été suffisant pour permettre une enquéte extensive. 

A titre d’indication, nous relatons ci-contre le résultat d’examens 
électrocardiographiques pratiqués sur 43 malades d’ages différents 
et atteints de formes différentes de poliomyélite. 


CoNCLUSION GENERALE. 


Il résulte de nos recherches que : 

1° Le seul critére histopathologique ne permet pas d’affirmer 
lexistence d’une myocardite exclusivement due a un virus polio- 
myélitique, un facteur étiologique d’une autre nature ayant pu 
déterminer antérieurement les lésions observées ; 

2° La similitude des lésions relevées chez les souris inoculées 
de souches poliomyélitiques différentes utilisées : Lansing, M. M., 
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S. K. Columbia, Theiler, etc., ne permet pas au critére histo- 
pathologique d’attribuer un myocardiotropisme a certain type de 
virus poliomyélitique. 

Ainsi, le fait anatomique ne peut étre invoqué pour admettre 
la pluralité des souches et moins encore pour en permettre leur 
classification. 


ANNEXE. 


* 


Electrocardiographie en poliomyélite humaine, 
par Max Adant. 


43 malades atteints de polyomélite ont élé testés : 

Résultals. — 43 ECG ont été étudiés (dérivations standard). 

42 d’entre eux montraient une fréquence supérieure a 80, qui, 
pour la majorité, était de l’ordre de 90 a 120. systoles a la minute. 

Dans 14 cas, il y avait une instabilité de la fréquence d’ori- 
gine respiratoire. ‘ 

Le rythme était sinusal dans tous les cas; aucune extra- 
systole ne fut notée. 

Onde P. — Dans 2 cas, ott il y avait d’ailleurs une arythmie 
respiratoire en troisiéme dérivation, l’onde P était parfois inver- 
sée dans les systoles lentes. 


Conduction auriculo-ventriculaire. — Normale dans tous les 
cas. 
Complexe Q. Rh. S. — Sa durée était normale dans tous les cas. 


Dans 5 cas, il y avait une variation périodique du voltage, 
d’origine respiratoire presque certainement. 

Onde T. ——- Dans un cas, T était basse dans 3 dérivations, 
parfois négative en deuxiéme dérivation et toujours inversée en 
troisiéme dérivation. 

Dans un autre cas, T était basse dans les 3 dérivations. 

Dans les 2 cas ot cette anomalie de l’onde T fut observée, 
il y avait d’ailleurs une importante arythmie respiratoire : dans 
lun d’entre eux, la fréquence instantanée des systoles variait 
entre 56 et 90 a la minute. 

Aze électrique. — Normal] dans tous les cas. 

En conclusion : dans 43 cas de poliomyélite ot un ECG fut 
fait, il n’y en eut que 2 qui présentaient des signes d’ailleurs 
relativement discrets, d’une altération de la contractilité myocar- 
dique. 

Ces résultats plaident trés nettement contre une agression 


syslématique et significative du myocarde dans la poliomyélite 
argue. 
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EXPLICATIONS DES PLANCHES 


PLANCHE I 
Similitude de lésions dans la myocardite aigué chez les souris neuves et chez 
des souris injectées de souches poliomyélitiques. 


Fic. 1, 2 et 3. — Souris neuves d’élevages divers. Lésions au niveau du tissu 
conjonctivo-vasculaire, aux insertions valvulaires, au niveau auriculaire et 
dans la paroi myocardique. 

Myocardite 4 foyers multiples et diffus, morcellement et désintégration des 
faisceaux musculaires, infiltration d’éléments polymorphes, lymphocytes, 
polynucléaires, histiocytes. Nombreuses cellules & chromatine linéaire (cil de 
hibou, cellules d’Anitschkow), début de prolifération du conjonctif intermysial. 


Fic. 4 et 5. — Souche Lansing. 
Fic. 6. — Souche M. M. 


Fic. 7. — « Ornithose ». 
PLANCHE II 


Détails des foyers inflammatoires myocardiques. Altérations non différen- 
ciables entre les souris neuves et les souris injectées. 

Fic. 1 et 2. — Souris neuves. 

Fic. 2. — Infiltrat leucocytaire avec nombreuses cellules d’Anitschkow. 

Fic. 3 et 4. — Mémes lésions, méme infiltrat que dans les souris neuves. 

Fic. 5. — Souche M.M., méme image. 


Fic. 6. — Souche S.K. Columbia, lésions auriculaires avec nombreuses caryo- 
rhexies, lymphocytes, polynucléaires. 


PLANCHE Ill 
Fic. 14. — Souris neuves, infiltration, désintégration de la fibre musculaire, 
codémes, vacuoles. Nombreuses cellules d’Anitschkoy. 
Fic. 2. — Fragment de myocarde normal. 
Fic. 3. -— Souche M.M., foyers d'infiltration dans l’axe longitudinal. 
Fic. 4. — Lansing. Cellules a chromatine barrée, caryorhexies. 


Fic. 5. — S.K. Columbia, désintégration de la fibre musculaire, nombreuses 
caryorhexies, cedéme, vacuoles, cellules & chromatine barrée (méme légende 


que figure 4). 


DISTINCTION RAPIDE ENTRE SALMONELLA 
ET BACILLES PARACOLI 
DU GROUPE BALLERUP-BETHESDA 


par R. BUTTIAUX (*) . 
(avec la collaboration de J. FLAMENT et N. BAYLLY). 


[Institut Pasteur de Lille. Service d’Hygiéne expérimentale] (1). 


On connait les difficultés rencontrées dans le diagnostic diffé- 
rentiel des Salmonella et des B. paracoli réunis par: Kauffmann 
sous la désignation « groupe Ballerup-Bethesda » {4}. - 

Les Ballerup avaient, initialement, été décrits par Kauffmann [2! 
sous le nom de Salmonella ballerup. Bruner, Edwards et 
Hopson [3] en ont fait ultérieurement l'étude antigénique détaillée. 
Ces auteurs jugent qu’il faut les considérer comme des B. para- 
coli pour les raisons suivantes: ils fermentent lentement le lactose 
par passages successifs en tubes de fermentation scellés; ils 
altaquent lentement, mais souvent, la salicine ou le saccharose ; 
ils hydrolysent parfois ’urée sur milieu de Christensen; ils 
liquéfient quelquefois la gélatine. Ils sont caractérisés par la pré- 
sence fréquente de Vantigéne Vi; mais celui-ci n’est pas unique- 
ment rencontré chez les Salmonella, car on le trouve aussi chez 
des E. coli ou autres coliformes. 

Les Bethesda sont des B. paracoli intermédiaires pouvant simuler 
parfaitement les Salmonella, tant du point de vue biochimique que 
sérologique. Ils ont été individualisés par Edwards, West et Bru- 
ner [4]. Ils possédent les propriétés biochimiques principales 
suivantes : fermentation lente ou trés lente du lactose ; glucose et 
mannite : + avee gaz ; dvecite et saccharose : O ou + ; Indole : 0; 
Simmons-citrate :+ assez tardivement ; Acétoine : O; R.M.T. :+ ; 
H,S : + abondant; Hydrolyse inconstante de lVurée sur milieu 
de Christensen. Leur structure antigénique est assez homogéne 
lorsqu’on la compare a celle des autres B. paracoli, coliformes 
ou aérogénoides. Stuart, Galton et Me Gann [5] ont montré ce 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 avril 1952. 
(1) Travail effectué en partie grace A une allocation de recherches 
de l'Institut National d’Hygiéne. 


DISTINCTION ENTRE SALMONELLA ET BACILLES PARACOLI 157 


phénoméne pour les Paracolobactrum intermedium ; Moran et 
Bruner [6] l’ont confirmé pour les Bethesda ow l’on peut dislinguer 
9 groupes O avec 25 types sérologiques basés sur la qualité 
des antigénes H. Cependant, chez eux comme chez tous les autres 
B. paracoli aérogénes ou anaérogénes, on peut trouver des anti- 
génes O ou H de Salmonella. La présence des premiers est rela- 
tivement fréquente [7, 8, 9, 10, 14, 12]; celle des seconds reste, 
par contre, rare [43, 44] ou exceptionnelle [45]. 

Alors que les Ballerup sont assez rares, les Bethesda sont sou- 
vent isolés dans les féces de sujets apparemment sains ou malades; 
nous les trouvons, de méme, fréquemment dans les eaux conta- 
minées [16]. Divers procédés ont été recommandés pour distinguer 
les Salmonella des représentants du groupe Ballerup-Bethesda. 
Nous les rappellerons succinctement : 

1° Certains font appel a l’existence de propriétés biochimiques 
spéciales. Chilton et Fulton [47] recherchent dans un milieu dil 
A. A. S.S. la fermentation des adonite, esculine, salicine et 
saccharose ; les Salmonella ne fermentent aucun de ces sucres ; 
les B. paracoli peuvent atlaquer l’un ou plusieurs d’entre eux 
dans 80 p. 100 des cas. On peut de méme rechercher la fermen- 
tation du lactose sur gélose lactosée 4 10 p. 100; les P.C. la 
réalisent beaucoup plus rapidement que sur milieu sucré 
a 10 p. 1 000. Nous avons mis au point un tel milieu [44]. Dans 
ces conditions, cependant, certains Bethesda ne donnent un virage 
démonstratif qu’aprés dix ou quinze jours, 

Blake Christensen [48] a montré que sur milieu faiblement pep- 
toné et glucosé, beaucoup de P.C. sont capables d’hydrolyser 
l’urée ; un pourcentage élevé de Ballerup et Bethesda ne le fait 
pas pourtant. 

2° D’autres utilisent les différences antigéniques les plus 
constantes entre Salmonella et Bethesda. Nous avons conseillé, 
en 1948 [10], de tester les souches suspectes dans les sérums O 
de B. paracoli; les Salmonella n’y agglutinent jamais. En 1949, 
Galton et Stuart [49] recommandent dans le méme but |’emploi 
dun pooled paracolobactrum intermedium antiserum. Tenant 
compte de la rareté des antigénes H de Salmonella chez les P. C., 
Hajna et Damon [20] emploient un sérum polyvalent agglutinant 
la totalité de ceux-ci ; les souches de P. C. n’y agglutinent jamais 
ou presque. 

Tous les procédés signalés ci-dessus ont des inconvénients. Les 
renseignements décisifs ne surviennent que tardivement dans le 
cas des distinctions biochimiques. La constance de celles-ci est loin 
d’étre parfaite. La possession des anti-sérums polyvalents est 
difficilement réalisable dans les laboratoires de diagnostic de 
faible importance. Et l’on constate bien souvent, en pratiquant une 
étude biochimique et sérologique la plus fouillée possible, que 


158 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


la distinction entre Salmonella et Bethesda, surtout, exige un 
laps de temps important. : 

Nous décrivons ci-dessous un procédé permettant de la réaliser 
en vingt-quatre heures, de fagon constante et simple. Il résulte 
d’une application du milieu de Braun, Unat et Delibeyoglu [24], 
utilisé initialement par les auteurs pour différencier les Escheri- 
chia coli des Aerobacter. 


Le minieu bE Braun, Unat er Devipeyoctu. — Voici la formule 
originale du milieu de base : 


Peptone blanche (nous utilisons une peptone trypsique). 10 g 
CIN ae eee eM BAEC. oath Tod's Some das one 5 g 
Nay HP OLS irae ten cal eet Oh emis BORN he ol aman eee 5,637 g 
KHGRO Ge s2.5 .5 on sus Coen oss Seo PEDRO ET et cunceRC tne 0,226 g 
UW eeee eee HO A be Der ol on weed Fou Aa 6. fle ic 20 g 
LOL RCh AMDT e ewe AMS os Bott oad os o Arola e 1 000 cm? 
1): RAE uo manntie theo amet ont ce! Osa) Gu 7,4 a 7,6 


Nous préparons le milieu final de la fagon suivante : 

2,2 cm* de la base gélosée précédente, fondue par chauffage a 
lébulliion pendant quelques minutes, sont répartis dans des 
pelits tubes de 80 mm x 10 mm, bouchés au coton cardé : on les 
stérilise a l’autoclave (vingt minutes 4 120°). Le volume restant 
est alors de 2 cm*. Ils doivent étre soigneusement capuchonnés 
pour éviter toute concentration, s’ils ne sont pas utilisés immé- 
diatement. Au moment de l’emploi, on fait fondre le contenu du 
lube au bain-marie bouillant. On laisse refroidir jusqu’é 50°. On 
ajoule, avec précision, 0,1 cm* de la solution : 


Cyanu'e de potassium 
Eaujdistillée:, 3 choirs icp eta cen eee mre ee 100 cm? 


n plonge le tube dans un bain-marie a 45° pendant quelques 
minutes. On mélange alors, 4 son contenu, 3 dses (boucle de fil 
de platine de 6 mm de diamétre) d’une culture de vingt-quatre 
heures, en eau peptonée (incubation a 37°), du germe étudié. 
On refroidit rapidement sous l’eau du robinet. 

Les tubes ensemencés sont portés a l’étuve a 37° durant vingt- 
quatre heures. Les microbes capables de se développer en présence 
de cyanure de potassium forment, a la surface du milieu, un 
anneau blanchatre nettement et facilement visible. Les germes 
réfractaires ne cultivent pas. 

Certains détails doivent retenir l’attention : 

1° La solution de cyanure de potassium doit étre de prépa- 
ration immédiate ou récente. On peut la conserver pendant huit 
jours, dans un flacon bouché maintenu a + 4°. E. W. Taylor [22] 


dit qu’elle est capable de résister ainsi pendant un mois; notre 
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expérience personnelle nous a montré que ce délai était excessif 
pour l’étude des B. paracoli et Salmonella. 

2° Les quantités respectives de cyanure de potassium et de culture 
microbienne doivent étre scrupuleusement observées. Lorsqu’elles 
ne le sont pas tout a fait, on observera, cependant, une culture de 
germes résistants dans la portion superficielle du milieu ; celle-ci 
se présentera, alors, non sous la forme d’un anneau, mais de 
colonies isolées moins facilement décelables. 

3° La lecture peut étre faite parfois en moins de vingt-quatre 
heures d’incubation a 37°; dix-huit heures suffisent souvent. 
L’anneau n’apparait, pour certains germes (B. paracoli 29 911 
et certains E. intermedium), qu’aprés quarante-huit heures de 
séjour a cette température. On confirmera donc, quand i] sera 
nécessaire, par une lecture supplémentaire faite A ce moment. 

4° J] faut toujours utiliser trois témoins : 

Le germe étudié doit étre ensemencé sur milieu de base non 
additionné de cyanure. Il doit culliver en surface. 

Un milieu de base + cyanure est inoculé avec un Aerobacter. 
On doit constater un anneau. 

Un milieu de base + cyanure est ensemencé avec un Escheri- 
chia coli. On ne doit pas observer de culture en surface. 


UriLIsATION DU TEST AU CYANURE POUR LA DISTINCTION ENTRE 
Escherichia et Aerobacter (Klebsiella). — Silberstein, Rabi- 
nowitz et Bergner-Rabinowitz [23] ont étudié le comportement sur 
ce milieu des E'schericheae isolés des féces, eaux et aliments. Ils 
constatent que les Escherichia: citrate = O et V.P. = O ne 
cullivent pas; au contraire, les germes utilisant le citrate de 
sodium, produisant de l’acétyl-méthyl-carbinol (Aerobacter) ou 
non (E. intermedium) se développent. Ils concluent donc que 
Vemploi du milieu-de Braun permet de différencier rapidement 
les Escherichia coli d’un autre groupe confondant les Escherichia 
intermedium et Aerobacter. On concoit l’intérét de cette assertion 
pour l’estimation de la potabilité des eaux d’alimentation [46]. 

Nous l’avons donc vérifiée. Les résultats de nos recherches sont 
indiqués dans le tableau I. Les souches étudiées proviennent de 
matiéres fécales, eaux et aliments variés. 

On remarquera 

1° La totalité des E. coli étudiés est incapable de culliver sur 
milieu au cyanure de potassium, Nous avons choisi des souches 
de caractéres antigéniques différents (L, A, B). Les EF. colt muta- 
bilis se comportent de la méme fagon. 

2° Tous les Aerobacter (aerogenes ou cloacx) donnent un test 
de Braun positif (anneau net en moins de vingt-quatre heures). 

3° Il faut, par contre, distinguer parmi les Escherichia inter: 
medium (crate = + —=- V.P. = _Q): 
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TaBteau |. 


; r1( NOMBRE TEST PAS 
ESPECES 1.M.V.1.C. examinGé de Braun + DE CULTURE 


Indole : 
E. coli aérogénes | Citrate : 
ou anaérogénes. | R.M.T. : 
A.M.C. : 


E. coli mutabilis. | Id. 


Indole : 
am i Citrate : 
E. intermedium,. R.M.T. : 


OM. ce 


Indole : 
E. inlermedium Citrate : + 
et B. freundii. Meee: 
Ae Me: 


Indole : 0 ou +. 
ia tae Citrate : 
Aerobacler. Re Mens ss — 


+. 
A.M.C. : +. 


a) Celles produisant de l’indole : elles se comportent comme 
les E: colt, 

b) Les Anindologenes cultivant comme les Aerobacter. 

La conclusion suivante s’impose : dans l’estimation de la pota- 
bilité de l’eau, le test de Braun est incapable de faire d’une 
maniére certaine la distinction entre E. coli, d'une part, et 
E'scherichia intermedium et Aerobacter, dautre part. Or les 
souches dE. intermedium indologenes peuvent étre isolées trés 
souvent dans certaines eaux ne présentant pas de contaminations 
fécales décelables. 


CoMPORTEMENT DES B. PARACOLI SUR MILIEU DE Braun. — Nous 
avons étudié, de la méme fagon que pour les Escherichia-Aero- 
bacter, la fagon dont se comportent les Paracolobactrum en pré- 
sence de cyanure de potassium. Nos résultats sont réunis dans 
le tableau II. Ils concernent des germes provenant surtout de 
matiéres fécales, plus rarement d’eaux ou de substances alimen- 
taires, 

On voit que ces B. paracoli aérogénes présentent sur milieu 
au cyanure des caractéres trés sensiblement analogues A ceux des 
E’scherichex. A 
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1° Tous les P. C. coliformes sont inhibés. 

2° La totalité des P.C. aerogenoides cultive. 

3° Comme pour les E. intermedium, les P.C. intermedium 
indologenes sont presque toujours incapables de se développer, 
alors que les formes anindologenes le font constamment. . 


TaBLeau II. 


I.M.V.I.C. NOMEEE TES ae 


ESPECES Re 
examiné |de Braun +] DE CULTURE 


Paracolobact:um pes : 


coliformes. Nieto 0 


Paracolobact:um Indole : 
intermedium Citrate 


(H2S : 0). A.M.C. : ( 


Paracolobactrum Indole : 
intermedium Citrate : 
(H?S : 0 ou H¢s : +). j|A.M.C. : 


. Indole : 
Paracolobactrum Citrate: 


uerogenoides. 


Ce dernier groupe de Paracolobactrum intermedium contenait, 
dans nos expériences, toute une série de Bethesda. Nous avons 
donc pensé a étudier le milieu de Braun pour distinguer, si pos- 
sible, ces organismes des Salmonella. 


‘Le rest pe BRAUN POUR LA DIFFERENCIATION DES Salmonella et pu 
croure Ballerup-Bethesda. — Nous avons étudié le comportement 
sur ce milieu des différentes espéces de Salmonella classiques, 
des Ballerup, des Arizona et des Bethesda. 

Les résultats obtenus sont indiqués dans le tableau III. 

Ils mettent en évidence les importantes constatations suivantes ; 

1° Les 280 Salmonella étudiées, appartenant a des groupes 
différents, ne sont pas capables de culliver sur milieu au cyanure 
de potassium. On peut donc admettre qu'il s’agit d’un caractére 
propre au genre Salmonella. Il est constant. 

2° 56 Bethesda correspondant aux différents types anligéniques 
de Edwards, West et Bruner, ne sont pas inhibés, au contraire, 
par le cyanure de potassium. Le nombre d’exemplaires parait 
suffisant pour qu’on puisse considérer ce phénoméne comme 


spécifique. 
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TABLEAU III. 


S mS n s 
s ESPECES 25 By =e 
co) 40 o ie} 
z = = 
Salmonella. 
Groupe A 
as S. paratyphi A... 2... es oh eee ee 3 0 3 
C.1.8. |S: paratyphi A variété durazzo .. .. .. . ih 0 4 
Groupe B. 
S. paratyphi B (4) [1 variété Olensee] . . . .| 27 0 as 
Sh Ue aor (Be o 5 6 5 2 6 6 a 8 ca 29 0 5 
S. abortus equi. . ae s 5 0 4 
LP.p EUUONAIB oe 8 0 yaa“ o 3 oot heat oe RAEI: 4 0 5 
at REMUR ines @ 396 6 oO mo a 44 3.4 a 5 0 : 
LPL SS eOUCADCSG eam mee ey eras =) aye Nome ces 2 0 2 
oe S. arechavalela, S. bispebjerg, S. reading, S. F 
chester, S. sandiego, S. derby, S. essen, S 
bredeney, S. kiln (4 exemplaire de chaque 
XH OC ecnne crs arte cbr Gert) Cau Gales es io 9 0 9 
Groupe C. 
Se PANO Ut Caes aes Ue Se Re eyed cheeses 4 0 4 
S. cholerz suis (8 variétés kunzendor/). . ..| 43 0 13 
Si DOC IL ty ice rs a certo nara ating (omer 6 0 6 
Sc LIROMDSOIS 5 Mattel cone ier eat ey Sell couse te ie 5 0 iS 
S. MUCK CRC A: como Gente) oie eons ae 4 0 4 
S. oslo, S. oranienburg (2 de chaque)... . 4 0 4 
S. glostrup, S. virginia, S. kentucky, S. typhi 
1.P.P suis, S. montevideo, S. poltsdam, S. virchow, 
et S. infantis, S. papuana, S. hartford, S. 
1.P.L. mikawasima, S. tennessee, S. manhattan 
(1 exemplaire de chaque espéce)...... 15 0 18 
SS ANECWDOTE cater. nee mee eee i ss re acre 6 0 6 
Se GOES TTA OMT 5 co 0 mt Be yp pee 2 0 2 
S. bonariensis, S. duesseldorf, S. tallahassee, 
S. glostrup, S. virginia, S. kentucky (A exem- 
plaire de chaque espéce) ..% 2. ...1! 6 0 6 
Groupe D 
Bip l). o6 ee Gee ke Rees 0 48 
DS emeiberutedis(2)\sa eee eee Seite ks 0 43 
NC OCH UOIIOLE 3 oS mR, cel og 3 BE To Seb: oc 4 0 4 
I.P.P. |S. blegdam, S. dublin (3 de chaque). ... . 6 0 6 
et Der SENAGU ee. ae ee ee ee ne 2 0 2 
1.P.L. |S. miami, S. loma-linda, S. durban, S. ros- 
tock, S. moscow, S. javiana (1 exemplaire 
de'chaque espéce)s =. . 2. Pye 5 che Bere 6 0 6 
S. gallinarum pullorum. ....... 8 0 8 


C.1.S., centre international des Salmonella (Dt Kauffmann), Copenhague; U.K., Uni- 
versité de Kentucky, Agricultural Experiment Station, Lexington (D. W. Bruner); I. P.P., 
Centre des Salmonella de V'Institut Pasteur de Paris (D* Bonnefoi, D' Grabar et Le 
Minor); I.P.L., Institut Pasteur de Lille (Service d’Hygiéne expérimentale). 

(1) Souches de différents types phages. 

(2) Souches de différentes origines (humaines, animales, alimentaires). 
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| 
z 2 isi = 
z a3 ls 5 ry) = 
iS) ESPECES 2 mE =5 
On um) a 
Groupe E. 
S. anatum, S. london (5 de chaque). .... 10 0 40 
SAESCNILENUCL OM RAN er gley Ge eh cate ee 8s 3 0 3 
I.P.P. |S. shangani, S. zanzibar, S. uganda, S. le- 
axington, S. newington, S. illinois, S. niloese 
(4 exemplaire de chaque). ........ a 0 7 
Groupe F. 
LP.P S. marseille, S. luciana, S. aberdeen, S. ru- 
eg bislaw (1 exemplaire de chaque espéce) . 4 0 4 
Groupe G. 
LPP S. havana, S. worthington, S. poona, S. cu- 
ca ans bana (1 exemplaire de chaque espéce). . 4 0 4 
Groupe H. 
LP.P S. onderstepoort, S. carrau, S. sundsvall 
ae ( exemplaire de chaque)... - 7. . ... . 3 0 3 
Groupe I. 
LP.P SEM RDULIING OSS Me op Me tieiseeete es ee ole 2 0 2 
Mr S ce O10 12000 aia ole letwnee css ae ce) Fa) Skies eens 6 4 0 dl 
Autres groupes. | 
S. kirkee, S. cerro, S. minnesota, S. pomona, 
LP.P S. tel aviv, S. urbana, S. adelaite, 8. inver- 
See. © ness, S. champaign (1 exemplaire de chaque 
CSHCCO) Pare Mitac OM me Piss Aue ko 9 0 9 
Ballerup (3). 
CHES. |/batleruproriginal(S..40i)m... sm ae 1 4 0 
eleeb ees | Ballentpn(SemSoli\ie mi ete eye) or ee le 4 ‘| 0 
PSUs Wer oy OUTS 5 6 BG oue desea ed cece 4 4 0 
Bethesda. 
We Kerr Belhesdagrs)vasmns au wonamtem ens Loe. Sree eels 43 0 
IIPS (We. RATION SB GG 6 0 Ono 0 clo Oomoao 43 43 0 
Arizona ‘ 
s PLONE, oh 6 ope ool gel san a 4 0 
ae Drag SAB St in etn ee. 4 0 oI 
LPL Apo (en GIG 5 6 eb & 6G oS be Dee 2 0 2 
TEC ben 685 co 6 Go 0 O00 8, CO omaro ad 2 0 2 


(3) Les 3 Ballerup étudiés sont Vi + et donnent des coionies V et W. re 

(4) Ces 13 souches nous ont été envoyées par D. W. Bruner avec les dénominations : 
Na 1A, Na 23, Na 4, Na 2 G, Na 11 (complet), Na 11 (phase 1), Na 11 (phase 2), Na 22 
original, Na 22, Na 19, Na 10, Na 20, Na 30. 
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3° 3 Ballerup présentent la méme aptitude a se développer sur 
le milieu de Braun. Si l’on envisageait ce seul caractere, on y 
trouverait une raison de plus pour réunir, avec Kauffmann, les 
Ballerup et Bethesda dans un méme groupe [4]. Il faut remarquer, 
cependant, que le nombre de souches examiné par nous est 
insuffisant pour tirer une conclusion définitive. Les auteurs qui en 
ont a leur disposition une abondante diversité pourront plus fact- 
lement la poser. 

4° Les Arizona se séparent nettement des Ballerup-Bethesda. 
Ils se comportent comme des Salmonella, en présence de cyanure 
de potassium qui empéche leur développement. Ici encore, il 
sera nécessaire d’étudier plus d’exemplaires; nous le ferons, 
ailleurs, prochainement. 


COMPORTEMENT DE QUELQUES AUTRES TRIBUS, GENRES OU GROUPES 
p Enterobacteriacex SUR LE MILIEU AU CYANURE DE POTASSIUM. — 
A titre accessoire, nous avons éludié ce phénoméne de facon fort 
incompléte. Nous reprendrons ces recherches ultérieurement. Nous 
les signalons cependant, ici, dans leur état actuel (tableau IV). 


TABLeAu IV. 


NOMBRE TEST Pas 


ESPECES examiné de Braun + DE CULTURE 


Proteussausenta (A) mers acne a8) 
PPO lEUSHIROTG CIUUte eaten ee 6 
Proteus rellgeri. . . Aye iejete-2 3 


Shigella paradysenteriz. 


Shigella sonnet . 


Alcalescens . 


P.C. 29.944 (2) 


(1) Proteus hauseri (Kauffmann [1]) comprend Proteus vulgaris et Proteus mirabilis. 
(2) Désignés par Kauffmann [4] sous la dénomination Providence group. 


Remarquons seulement l’aptitude des Proteus hauseri a cultiver 
sur milieu de Braun. Nous y reviendrons ci-dessous. 


APPLICATION PRATIQUE DU TEST DE BRAUN AU COURS DE LA 
RECHERCHE SYSTEMATIQUE DES Salmonella. — Elle va faciliter beau- 
coup la mise en évidence des Salmonella au cours des copro- 
cultures ou examens de produits alimentaires tels que laits, eaux, 
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viande, etc., contenant souvent des Bethesda. Toute colonie 
suspecte isolée sur milieu électif (S. S. agar; gélose au désoxy- 
cholate-citrate-lactose ; gélose de Kristensen, Lester et Jurgens) 
sera reportée sur un milieu rapide de diagnostic (Kligler ou 
Hajna). Les caractéres suivants : pas de fermentation du lactose, 
— fermentation du glucose avec gaz, — production d’H,S, font 
penser aux 4 éventualités : Salmonella, Arizona, Proteus hauseri 
(de nombreuses formes n’envahissent pas le milieu au premier 
passage) ou Ballerup-Bethesda. 

On pratiquera une recherche rapide de l’uréase. Nous avons 
coutume d’utiliser, a cet effet, le test de Elek [24]. Elle éliminera 
les Proteus. On ensemencera, si elle est négative, une eau pep- 
tonée. On incubera celle-ci, vingt-quatre heures, a 37°. On pra- 
tiquera avec elle le test de Braun. S’il est positif, il s’agira d’un 
germe appartenant au groupe Ballerup-Bethesda ; si la souche 
examinée ne cultive pas sur milieu au cyanure, on aura affaire aA 
Salmonella ou Arizona. L’ étude antigénique et la biochimie préci- 
seront, alors seulement, l'une ou l’autre de ces deux derniéres 
éventualités. D’ailleurs, si l’on néglige le réle pathogéne probable 
des Ballerup, parfois possible des Bethesda, et si l’on ne tient 
compte que des seules Salmonella, la recherche de l’uréase est 
inutile. En effet, les Proteus, jusqu’a plus ample informé, se 
conduisent comme les Ballerup-Bethesda sur le milieu au cyanure 
de potassium. 


Résumé. — La gélose au cyanure de potassium deécrite par 
Braun, Unat et Delibeyoglu [24] permet la distinction facile et 
rapide entre Escherichia coli et Aerobacter. Les Escherichia inter- 
médiaires, par contre, cultivent ou non sur ce milieu. Son emploi 
n'est done pas recommandable pour identification des Esche- 
richezx des eaux ; la potabilité de celles-ci est fondée, en effet, sur 
une différenciation parfaite entre deux groupes : Escherichia coli 
dune part, et ensemble Escherichia intermédiaires-Aerobacter de 
Vautre. 

Nous avons étudié le comportement des Salmonella, des 
Arizona et du groupe Ballerup-Bethesda sur ce milieu de Braun ; 
nous avons constaté que : 

1° Les Salmonella n’y cultivent pas. Il en est de méme pour les 
Arizona. 

2° Les Ballerup-Bethesda s’y développent rapidement. 

Son emploi permet donc le dépistage, en moins de vingt-quatre 
heures, des Bethesda rencontrés si souvent au cours des recherches 
systématiques de Salmonella. Il assure l’élimination de ces 
B. paracoli simulant fréquemment les Salmonella, soit par leurs 
propriétés biochimiques, soit méme par leur structure antigénique. 

Nous serions heureux de voir |’étude du test de Braun étendue 
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par les auteurs en ayant les possibilités, 4 une plus grande variété 
d’espéces de Ballerup, Arizona et a ces Entérobactéries « inha- 
bituelles » décrites par Edwards et West [25] et par Seligmann 
et Saphra [26]; ces derniéres sont, en effet, des intermédiaires 
entre les B. paracoli et les Arizona ou les Arizona et les Salmo- 
nella. 


Nous remercions vivement MM. D. W. Bruner, F. Kauffmann 
et L. Le Minor, qui ont bien voulu nous envoyer une partie des 
souches utilisées au cours de ce travail. 
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UNE DISSOCIATION DE S. PARATYPH/ A 
LIEE A L’ANTIGENE H 


par L. LE MINOR (*). 


(Institut Pasteur, Centre des Salmonella.) 


P. Nicolle, A. Jude et L. Le Minor [4] ont rapporté, en 1950, 
Pintérét, pour l’examen des colonies V. VW et W de S. typhi, 
de Vutilisation d’un éclairage oblique par rayons paralléles. 
Nous décrivons ici un cas de dissociation que celte méthode nous 
a permis de déceler chez une souche de S. paratyphi A. 

Lors d’un des contréles des souches de S. paratyphi A entrant 
dans la composition du vaccin TAB de I’Institut Pasteur, nous 
avons remarqué que l’une d’elles, la souche A 205, isolée d’hémo- 
culture le 22 septembre 1946, 4 Saigon (Indochine), donnait deux 
types de colonies. Ces deux types, nets en utilisant la transillu- 
mination oblique sont difficiles 4 distinguer par un examen 
normal. Les unes (rares) avaient une teinte jaune, peu irisée. 
Les autres (la majorité) avaient une teinte bleutée et étaient 
comparables aux colonies W de S. typhi. 

Une suspension d'une colonie jaune, en bouillon, isolée 
ji nouveau, donna une culture homogéne de colonies jaunes. Par 
contre, une colonie bleue, traitée de la méme maniére, donna 
un mélange de nombreuses colonies bleues et de rares colonies 
jaunes. Une colonie bleue de ce dernier isolement donna ensuite 
une culture homogéne de colonies bleues. 

Aprés une dizaine de repiquages qui s’étaient jusqu’alors 
montrés homogénes, nous avons observé, sur une boite de la 
variante bleue, 4 colonies jaunes dont une présentait une irisa- 
tion intense (comparable a la forme V de S. typhi) et une 
colonie R. Les repiquages de ces variantes restérent homogénes. 

A partir de la culture de la collection des vaccins (1), nous 
avons eu ainsi 4 variantes : 

La variante bleue (BL) ; 

La variante jaune (J) ; 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 avril 1952. 
(1) Les souches de vaccins, qui sont contrélées tous les six mois, sont 
conservées sur milieu a l’ceuf A + 4°, dans une collection spéciale. 
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La variante irisée (IR) ; 

La variante R (R). 

Nous avons alors examiné un autre tube de milieu a lceuf 
de la méme souche existant dans la collection générale des 
Salmonella. Celui-ci datait de décembre 1951; la culture ori- 
ginelle étant contaminée par des moisissures, avait été a cette 
date ensemencée sur bouillon et isolée sur milieu de Drigalski. 
Une colonie d’aspect S, agglutinée par les sérums anti I-II et a, 
a été repiquée sans que ces examens fassent remarquer quelque 
chose d’anormal. Lors du nouvel examen, 4 loccasion de la 
dissociation de la souche du vaccin, nous nous sommes apercus 
que cette culture, homogéne a lisolement, était immobile, bien 
qu’agelutinée normalement par le sérum a. Cette souche prove- 
nait certainement de la souche A 205 originelle, sans confusion 
possible. Nous avons essayé de trouver cette variante dans les 
isolements de la souche du vaccin : 30 colonies sur gélose ordi- 
naire et 30 colonies sur milieu de Drigalski furent examinées 
sans succés. Examinées par transillumination oblique, les colonies 
de cette variante immobile, que nous appellerons IM, ont une 
teinte voisine de la variante BL. 

Si, colorées par la méthode de Gram, les cinq variantes sont 
identiques, par contre la coloration de Casarés-Gil révéle que 
seule la variante IR ne posséde pas de cils, contrairement aux 
variantes BL, J, IM et R qui présentent toutes de nombreux cils. 

Les caractéres biochimiques ont été exactement les mémes pour 
les cinq variantes : xylose, lactose, saccharose, glycérol (Stern), 
citrate de sodium (Simmons), d-tartrate de sodium (Kauffmann), 
production d’H,S : négatifs. Arabimose, glucose mannite, dulcite, 
maltose : positifs en un jour. Rouge neutre : réduction partielle. 
De plus, les agglutmations en eau physiologique et eau salée 
a 5 p. 100, trypaflavine et réactif de Millon, ont été négatives, 
sauf évidemment pour la variante R. Un caractére particulier de 
la variante IM réside dans le fait que, bien que donnant une 
suspension homogéne, elle est plus difficile que les autres A 
détacher de la gélose. 

L’étude de la mobilité sur bouillon gélosé 4 5 ¢ p. 1000 nous 
a montré, par contre, des différences nettes : 12 colonies J, 
12 colonies BL, les variantes IR, IM et R ont été ensemencées 
par piqdre sur ce milieu. Alors que les variantes BL et R, com- 
posées de germes trés mobiles, diffusarent rapidement dans le 
milieu, les repiquages des colonies J forment une houppe 
autour du trait d’ensemencement n’atteignant que Je lendemain 
les parois du tube. Enfin, les variantes IR et IM se sont montrées 
immobiles, méme aprés dix jours (étuve et Jaboratoire). A 
parur des quatre types S, nous avons préparé une suspension O 
el une suspension formolée (bien que le terme H ne convienne 
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guere a des cultures immobilles, nous adopterons pour toutes les 
suspensions formolées ce symbole). 
Le titrage, en tubes, nous a donné les taux suivants 


TasLeav I, 
: ouspen-: S.para-: O JOl: S.sent- :S-para- 
sieslonisve it yoni va: : tenverg :typni B 
ee 2/600 : 
S BLA: 12.600 : 
ru 5.260": : : : 
; IRH : 1.600%: 
: MH : 6.400: : 
rion 2. 4.20028 600. 11606 260 ue 
BL O 3.200 : l 600: 1.600 400 ; 
J.0 3.200: 1.600: 1.600 400 
IR O : 3.200 1.600: 1.600 ; 400 
1m O 6.400 : 1 600: : 1.600 400 


. . 
—_—_—— 


Les suspensions AH et AO sont celles servant a la pratique 
courante des séro-diagnostics. Nous les avons employées comme 
témoins. 

Alors que les agglutinats avec les suspensions AH, BLH et 
IMH présentaient Ja morphologie habituelle, ceux obtenus avec 
les suspensions JH et IRH étaient nettement atypiques (*). Plus 
fins que les agglutinats H habituels, non dissociables par agita- 
tion, ils sont granulaires comme les agglutinats O de suspen- 
sions alcoolisées. Cette agglutination apparait au bout de deux 
heures d’étuve, mais est beaucoup plus nette au bout de dix- 
huit heures. 

Les agglutinations H de ces variantes montraient done des 
différences nettes quantitatives et qualitatives. Nous avons alors 
chargé des lapins avec des cultures en bouillon, formolées, des 
cing variantes. Les lapins ont recu, a quatre jours d’intervalle, 
0,5 cm’, 1 em* et 2 cm® par yoie intraveineuse, et ont été saignés 
dix jours apres la derniére injection. Voici le résultat du titrage 
de ces sérums : 

Tous les agglutinats étaient typiques, sauf ceux marqués d’un 
astérisque. On retrouvait ici l’agglutination atypique précédem- 
ment décrite. 
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TABLEAU JI. 
> Suspen- June: BL : cRa: IM: ROLE: 
Camere: : ; ; : : 
BL H 3.200 : 12.800: f°) 25.600: 25.600: 
ally aesbean Goose weGOd: 3.200% ; 3.206: oes 
IRH: 600%: 800: 3.2008: 00: 0 : 
: IMM: 3.200 : 12.800: 0 : 25.600: 25.600: 
BL O 1.600 1.600: 6.400 : 3.200: fo) : 
JO 1.600 ; 1.600: 6.400 3.200: (0) : 
1. ERi0u2< 106008 and 6002) 6oN00nsi as OC Manone 
pOmM. Ors our 


: 1.600 1.600: 3.200 3.200: 


Nous avons ensuite procédé a des saturations croisées : 20 cm? 
au 1/10 des sérums BL, J, IR, IM et R furent saturés par la 
culture de trois boites de Roux des souches hétérologues vivantes, 
centrifugée et lavée. Nous avons en outre saturé les sérums J 
et BL par des germes BL et J chauffés deux heures trente 4 100°. 
Les titrages ont donné les résultats suivants (tabl. III) : 


Discussion. — Ces résultats nous montrent que : 

1° La variante BL correspond 4 une souche de S. paratyphi A 
normale. 

2° La variante IM est antigéniquement compléte ; mais, bien 
que possédant l’antigene H sérologiquement normal, elle est 
immobile. Une souche ciliée et riche en anligéne H n’est done 
pas obligatoirement mobile. Une observation analogue a déja été 
faite par Edwards, Moran et Bruner [2]. 

3° La variante J est, quant a l’antigéne H, intermédiaire entre 
les variantes BL et IR. L’agglutination atypique de la suspen- 
sion JH dans son sérum homologue est complétement saturée 
par les variantes BL, IM et la variante IR qui est dénuée d’anti- 
géne H, ainsi que par une culture BL chauffée. Néanmoins, cette 
variante J contient de Vantigene H, puisque dans le sérum J, 
tel quel ou saturé par IR, les variantes BL et IM donnent une 
agglutination H typique. D’autre part, la variante.J est capable 
de saturer les agglutinines H des sérums BL et IM. Nous pensons 
que lagglutination atypique des suspensions formolées J et IR 
est lée a l’antigéne O. En effet : 

a) Cette agglutination ne se produit pas dans le sérum R; 
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TABLEAU IIT, 


S Sérums : Suspensions = 


; a es et eT 
: BLH:J H:iRH: IMH:BLO: JO:IRO: MO: 
:J saturé par: : , : : : : 
: BL : OM: Oh Ole A Oui ef §0.+-.0' s + 07.2 os 
iJ saturé par: : : ; 
: iA: “16000 2" 0 (OOO On. 0 nO o's 
:J saturé par; : : : : : : : 
; IM: ORR - 7 Ome = Ons OW ra Os- Omen fe) 
J saturé par: : : : : : 
Bigechautere mel OOON One 0) es eG008-— Ole Om = Or fe) 
BL saturé : : : : : : 
par J : Ole=s Ort 5. 10} s=40 OR aeO fe) 
BL saturé : : : : : : : : 
parein 2) T28000:50. =O 312800) s, 0 = OE: 10 ay 5 
: BL saturé : : : : : : : 2 
par IM 3; (oy) 8 fey Re (0) 2 6 2 (9) Ota eo One. 
:eL saturé : : : E : : ; 
Poacmomchautte: 12600) i) Ol ess Os te B00: (10): 0) 2 0: One 
:IM saturé : : : : : : : : 
: par, BL’: OF tO8F 20 7 0 6). BO Bs {ey ¢ fe) 
IM saturé : : : : : : 
: Darein +. c5000)2 0. 0. 1325600 ; 0 : 02: ‘O°: 0 
: IM saturé : : : : : : 5 : 
3 par J $ OF Oe 30 “0 so One Oct Ole (e) 
: R saturé : : : : : : 
: par IM : One: : ile a i : 


b) Des suspensions formolées des souches O 901 et OB 31738 
donnent, dans les sérums Eberth et S. paratyphi B, des agglu- 
tinats morphologiquement comparables, alors qu’elles n’ont pas 
d’antigéne H ; 

c) Cette agglutination ne se produit plus quand on a saturé les 
agglutinines O par des souches chauffées. 

La variante J doit donc étre considérée comme possédant de 
l’antigéne H, non agglutinable, mais néanmoins décelable : elle est 
agglulinogéne H et capable de saturer des agglutinines H (il faut 
pour ceci de plus grandes quantités de culture qu’avec les 
variantes BL et IM). 
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4° La variante IR, immobile, est une variante O pure. 

5° La variante R est pure : elle ne contient plus d’antigéne O, 
seulement de ]’antigéne H. 

6° Les antigénes O des variantes S sont semblables. Les résul- 
tats des saturations par les germes vivants le démontrent. De plus, 
nous avons fait les mémes saturations croisées avec des cultures 
chauffées deux heures trente 4 100°. Les agglutinines O sont toutes 
saturées. 

De la variante BL a la variante IR, il y a donc eu perle progres- 
sive de l’antigéne H, la variante J constituant une étape intermé- 
diaire. 

Notons enfin qu’aucune de nos variantes n’est agglutinée par 
le sérum anti 1,5. La dissociation de la souche A 205 n’a aucun 
rapport avec la dissociation a-1,5 décrite par Edwards et Bru- 
ner [8, 4]. 

Ce type de dissociation de S. paratyphi A ne semble pas trés 
fréquent : nous avons recherché sans succés chez 386 autres 
souches de S. paratyphi A. . 


RésuMzE. 


L’examen par transillumination oblique d’une souche de S. para- 
typhi A a permis d’en isoler 5 variantes : 

° Une variante bleutée antigéniquement et morphologiquement 
complete ; 

2° Une variante jaune, ciliée, mais peu mobile. Elle n’est pas 
H agglutinable. Cependant, elle est H agglutinogéne, et capable 
de saturer les agglutinines H d’un sérum ; 

3° Une variante irisée, non ciliée, O pure, immobile ; 

4 Une variante normalement ciliée, antigéniquement complete, 
mais totalement immobile ; 

5° Une variante R. 

Le taux d’agglutination des immunsérums correspondants et les 
résultats des saturations croisées sont rapporteés. 
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ETUDE DE L’ANTIGENE Vi A L’AIDE D'UNE TECHNIQUE 
D’'HEMAGGLUTINATION PASSIVE 


par P. CORVAZIER ('). 


(Institut Pasteur, Paris, Service de Chimie microbienne.) 


Au cours de l’étude immunochimique de l’antigéne Vi du 
bacille d’Eberth, nous avons été amené Aa rechercher la valeur 
de la réaction de Middlebrook et Dubos, utilisée par ces auteurs 
pour mettre en évidence des anticorps tuberculeux {4], vis-a-vis 
de nos systémes précipitants. 

Cette réaction, désormais trés généralement utilisée en immu- 
nologie, avait, dans ce méme laboratoire, donné matiére aux 
observations préliminaires de O. Bier publiées récemment dans 
ces Annales [2] et de P. OKding (non publiées). Une certaine 
dissociation a été constatée dans les réponses des réactions 
dVhémolyse, d’hémagglutination et de conglutination a l’adsorp- 
tion sur les globules rouges (G. R.) de mouton d’antigénes 
somatiques O et Vi de Salmonella typhi. La réaction d’hémolyse 
mettait en évidence une sensibilisation particuliére des globules 
a lantigéne somatique O. 

Le recours a lhémagglutination pour déceler et étudier les 
substances solubles non dégradées de souches éberthiennes de 
forme V et non plus les antigénes somatiques, nous a montré 
que cette réaction se révélait une technique d’une rigoureuse 
spécificité, méme en présence d’immunsérums riches en anti- 
corps O. L’exposé de cette technique et les conditions de celte 
spécificité font Pobjet de ce travail. Des essais du méme genre 
ont été faits par Landy [3], par Spaun [4] et par L. et S. Le Minor 
et J. Grabar avec des surnageants de vaccins microbiens [5]. 


I. Tecunroues. — Préparation des « substances solubles », — 
La souche Eberth 415 existe sous les deux formes V et W; la 
premiére contient les antigenes O, H et Vi et n’est pas agglu- 
tinable par des sérums anti-O ; la deuxiéme ne contient que des 
antigénes O et H et n’est pas agglutinable par des sérums anti-Vi 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 mars 1952. 
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(préparés a partir de souches non éberthiennes, ici Ballerup). 

Une culture de vingt-quatre heures sur gélose de ces deux 
souches est recueillie en solution salée isotonique et centrifugée ; 
les culots microbiens sont remis en suspension dans une solu- 
tion saline, que l’on agile modérément pendant une demi-heure ; 
les germes sont & nouveau centrifugés jusqu’a clarification des 
solutions surnageantes, objets de notre intérét. 

Les solutions surnageantes, préparées 4 partir des cultures 
de souches V et W, sont chauffées a 56° pendant une heure, 
formolées a 8 p. 1000, puis concentrées par dialyse a tempé- 
rature ordinaire ; les germes sont éliminés autant que possible 
par deux nouvelles centrifugations a 8000 t/m, d’une heure 
chacune. Nous utiliserons ici le terme « substance soluble » 
pour les préparations que nous décrivons par analogie avec des 
préparations identiques, décrites dans la littérature et ainsi 
dénommées. 

Préparation des sérums. — Trois injections intraveineuses de 
doses massives de suspensions bactériennes vivantes, lavées, sont 
faites au lapin en douze jours. 

Les sérums obtenus agglutinent et précipilent avec les suspen- 
sions microbiennes ou les antigénes de souches V ou W; ce fait 
traduit la présence d’antigénes somatiques O dans les souches Vi. 
Nous avons préparé ainsi deux sérums anti-V (765-766) et deux 
sérums anti-W (767-768). 

Technique d’hémagglutination. — La sensibilisation des glo- 
bules s’effectue a la concentration de 2 p. 100 de G. R. et 10 ug 
en moyenne de substance soluble par millilitre (exprimée en 
poids sec); l’opération est faite au bain-marie 4 37° pendant 
deux heures. Les G. R. sont ensuite centrifugés et lavés deux fois. 

Les sérums anti-V et anti-W sont distribués a raison de 
0,2 ml par tube dans une série de petits tubes 4 fond rond (type 
tubes de Kahn) et dilués de fagon que dans chaque tube la 
concentration en sérum soit la moitié ou le 1/10 de la concen- 
tration du tube précédent. Dans chacun de ces tubes, on ajoute 
0,1 ml de G.R. a1 p. 100 du culot sensibilisés par l’une ou 
Vautre des préparations. 

La lecture des résultats se fait aprés deux heures A 37° et 
vingt-quatre heures 4 20°. 

On note le dernier tube ot, aprés agitation, subsistent des 
agglutinats macroscopiquement visibles ; on observe que ce tube 
est généralement suivi de 1 ou 2 tubes, dont le fond hémi- 
sphérique est recouvert d’une couche plus ou moins homogéne 
de G. R. correspondant 4 une agglutination microscopique. Les 
tubes qui ne présentent pas d’agglutination ont un petit culot rond, 
homogéne, & bord parfaitement circulaire et régulier (fig. 1). Le 
type d’agglutination observé dans la premiére moitié des tubes 
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positifs est analogue aux agglutinations type Middlebrook obtenues 
avec les substances polyosidiques du bacille tuberculeux. ¢ 
On observe, par la méthode ci-dessus, que les G. R. sensibilisés 
avec la substance soluble Vi réagissent a la dilution 1/40 000 
ou 1/60 000 des sérums anti-Vi (765 et 766), mais ne réagissent 
pas avec des sérums anti-W (767 et 768). L’ agglutination des 
G. R. sensibilisés avec la substance soluble W, par les mémes 


10-1 1072 1073-1074 TEMOIN 
DILUTIONS DES SERUMS 


Fic. 1. — Culots d’hémagglutination. 
Photographie verticale des fonds des tubes a travers le portoir. 


I, G.R. sensibilisés avec un extrait Vi, sérum V; IJ, mémes G.R., sérum W: 
I1I, G.R. sensibilisés avec un extrait W, sérum V; IV, mémes G.R., sérum W: 
V, G.R. sensibilisés avec un extrait de W fait & chaud, sérum W; (+), (+), 


(Gry (+); (3k 


sérums W et V, est également nulle (voir figure). I] s’agit donc 
dune réaction rigoureusement spécifique. 


II. ConpITIONS DE LA REACTION ET LIMITES DE SA SPECIFICITE. — 
Nous avons fait varier chaque élément de cette réaction : souche, 
conditions d’extraction, globules d’espéces animales différentes, 
concentration de la substance sensibilisante, etc... 

1° Souches microbiennes. — Les substances solubles préparées 
d partir des souches connues pour leur teneur en antigéne Vi ; 
Ty,; Vil; Watson; S. paratyphi C Vi; S. Ballerup, sensi- 
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pilisent tous des G. R. de mouton, donnent une hémagglutination 
a des taux élevés avee un sérum anti-V et une hémagglulination 
nulle avec un sérum anti-W. Les substances solubles de souches Vi 
inagglutinables : O 901, H 901 ne sensibilisent pas les G. R. vis- 
a-vis dun sérum Vi. 

Certaines souches, a partir desquelles on a pu isoler les deux 
variants V et W sous forme stable ou stabilisée et que nous 
devons 4 M. Le Minor, permettent d’écarter toute discussion sur 
la possibilité d’une réaction due 4 un élément inconnu de souches 
hétérogénes. Les souches E 415 et JO 7 sous leur forme W ne 
donnent pas de produit soluble sensibilisant tandis que les 
formes V donnent fidélement cette substance. Les mémes résultats 
sont obtenus avec les variants V et W d’une souche d’ Escherichia 
coli, stabilisée en présence des bactériophages anti-W et V (1). 

2° Conditions de I’ extraction. — Pour conserver 4 cette réaction 
toute sa spécificilé, il est nécessaire que ]’extraction de la substance 
soluble soit pratiquée dans des conditions précises. 

Les solutions surnageantes des cultures Vi en bouillon et des 
suspensions recueillies sur gélose sensibilisent les G. R. aussi 
bien que les solutions surnageantes de suspensions lavées et 
agitées ; ces derniéres offrent de meilleures conditions pour une 
purification ultérieure. 

La réaction pratiquée avec les solutions surnageantes d’une 
culture de dix jours de la souche Watson ou d’une suspension de 
culture de vingt-quatre heures agitée pendant dix heures ne perd 
rien de sa spécificité. 

Les extraits obtenus a partir de germes Vi desséchés preala- 
blement a lacétone, comme le fait Landy pour la préparation de 
ses vaccins a partir de Escherichia coli Vi, donnent une hémag- 
glutination presque aussi spécifique que celle obtenue par action 
de nos substances solubles. Cependant, il apparait déja une 
légére agglutination dans les premiers tubes d’une série ow 
les G. R., sensibilisés par un extrait Vi, sont mis au contact d’un 
sérum anti-W de la méme espéce microbienne. La réaction n’est 
done plus ici aussi spécifique. 

lest aisé, par un chauffage de dix minutes a 90° de suspensions 
microbiennes Vi (souche Watson), de faire apparaitre une 
hémagglutination avec un sérum anti-W (voir figure). Cette 
réaction, non spécifique Vi, n’apparait pas encore a la suite d’un 
chauffage de dix minutes a 80°. 

3° Sensibilisation des érythrocytes d’espéces animales diffé- 
rentes. — Les résultats se montrent aussi réguliérement spéci- 
fiques, et a des taux aussi élevés, que l’on s’adresse aux érythro- 


ol Nous remercions M. P. Nicolle de cette préparation de bactério. 
phage. 
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cytes de ’homme, du cheval, du mouton, du chien, de la chévre, 
du Japin ou du beeuf. 

4° Nous avons cherché a établir la preuve que l’hémaggluti- 
nation est bien due a la fixation de la substance Vi sur les éry- 
throcytes. Preuve indirecte : un extrait brut de la substance Vi, 
contenant 200 wg de substances séches par millilitre, est mis 
en présence de G. R. de mouton, a la concentration de 0,1 ml de 
culot par millilitre de solution; on laisse une demi-heure au 
bain-marie, 4 37° et on centrifuge. Ce simple contact des G. R. 
avec la solution Vi suffit 4 éliminer la substance spécifique de la 
solution puisqu’on ne peut plus l’y déceler a l’aide de l’habi- 
tuelle réaction du disque de précipitation spécifique. Cependant, 
une légére réaction de précipitation apparait tardivement, réaction 
qui, si lon se référe 4 une série de solutions de concentrations 
décroissantes de substances Vi, équivaudrait a la présence de 10 
ou 20 wg de cette substance par millilitre ; 90 p. 100 au moins 
de la substance Vi ont done été adsorbés. Un nouveau contact du 
liquide absorbé avec des G. R. neufs ne modifie pas cette légére 
réaction tardive. 

5° L’étude des conditions de cette fixation a permis de noter 
les faits suivants. — La fixation a lieu en quelques minutes a 37°. 
Elle est presque nulle a 4°. Le titre d’hémagglutination maxi- 
mum est déja obtenu pour une concentration de la substance 
soluble brute de 2 ug par millilitre de G. R. a 2 p. 100 et la sensi- 
bilisation apparait déja pour une concentration minimum de 0,3 ug. 
La capacité maximum de fixation par des G. R. de mouton 
semble étre atteinte pour 50 wg du produit par milliltre de la 
méme suspension d’érythrocytes. 

6° Nous avons vérifié, 4 laide de cette réaction, que le chauf- 
[age de la substance soluble Vi a 100° et la formolisation poussée 
a5 p. 100 n’inhibaient en rien sa capacité de sensibiliser les G. R. 
et a4 provoquer |’hémageglutination en présence du sérum homo- 
logue. 


III. Discussion. — La spécificité de la réaction est due a deux 
ordres de facteurs : 

1° La substance soluble W s’avére, dans les conditions ot 
nous opérons, incapable de sensibiliser les globules. Ces faits 
peuvent paraitre en contradiction : 1° avec les résultats obtenus 
en utilisant des antigénes purifiés (et peut-étre dégradés) ; 2° avec 
les résultats de Bier et OEding cités plus haut; 3° avec ceux de 
Keogh, North et Warburton obtenus avec des antigénes extrails 
par le phénol {6}. 

Ils peuvent s’interpréter de la maniére suivante : les antigénes 0 
des formes W, qui sont capables de sensibiliser les globules, 
sont des antigénes « profonds », ou modifiés au cours de leur 
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purification, alors que les antigénes plus superficiels des 
formes W, comme le sont logiquement les « substances solubles », 
n’ont pas la qualité physique ou les groupements nécessaires pour 
se fixer. En faveur de ce point de vue milite le fait que seuls les 
germes dégradés laissent apparaitre ce type d’antigéne et particu- 
ligrement que les substances  sensibilisatrices n’apparaissent 
qu’entre 80° et 90°, température A laquelle éclate la membrane 
cellulaire des bactéries d’aprés Salton et Horne [7]. 

2° La substance soluble Vi des formes V sensibilise les globules 
4 des concentrations trés faibles : 0,3 pg d’une préparation non 
purifiée pour 1 cm’ de G. R. a 2 p. 100 du culot, qui représentent 
environ 4 x 108 globules par millilitre. 

Cette sensibilisation est due A une fixation de la substance Vi 
sur les globules ; ce fait est démontré par l’analyse des solutions 
surnageantes de cette fixation, aprés centrifugation d’un mélange 
de globules et de l’extrait. On constate, en effet, la disparition de 
la substance Vi. Une telle fixation n’a pu étre démontrée pour la 
substance soluble W, mais ne peut étre exclue. On ne peut done 
parler d’une fixation élective de la substance soluble Vi. Par 
contre, Vhémagglutination est élective puisque les G. R. sensi- 
bilisés par elle n’agglutinent en présence d’un mélange de sérums 
anti-W et anti-V que sous l’action des seuls anticorps V1. 

En ne considérant que les « substances solubles », celles qui, 
a priori, sont susceptibles d’entrer en contact les premiéres avec 
les molécules libres ou les surfaces cellulaires d’un héte éventuel, 
il y a une analogie avec les extraits identiques de Keogh, North 
et Warburton obtenus 4 partir de Haemophilus influenzae. Ces 
auteurs pensent que les anticorps, agglutinant les globules sensi- 
bilisés de la méme maniére, sont des anti-polyosides spécifiques. 

L’étude des propriétés immunochimiques des substances solubles 
fera l'objet d’un autre travail. 


Conciusions. — 1° Des globules rouges sensibilisés avec « la 
substance soluble » de souches Vi (solution surnageante de culture 
en bouillon ou de lavage de culture sur gélose, obtenue a partir 
de germes non dégradés) sont agglutinés électivement par des 
immunsérums anti-Vi, méme en présence d’immunsérum anti-O. 

2° Cette technique permet d’obtenir une hémagglutination Vi 
spécifique, de titre élevé avec des quantités minimes d’extrait 
sensibilisant. Elle constitue donc une méthode d’étude précieuse 
pour les immunologistes. 

3° Les conditions de fidélité de la réaction sont étudiées et 
différentes variables introduites. 

4° A considérer la facilité avec laquelle la « substance 
soluble Vi » se fixe sur les hématies, il n’est pas exclu que celle-ci 
joue un réle dans la virulence éberthienne. 
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LE LAIT PEUT-IL TRANSMETTRE 
LES MALADIES ANAEROBIES ? 


par A.-R. PREVOT et H. TOUVENOT. 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


Les méthodes classiques d’analyse bactériologique du lait et 
des produits laitiers visent avant tout a détecter qualitativement 
et numériquement les bactéries aérobies strictes ou facultatives. 

La mise en évidence récente par le Service de Contrdle 
de l’Armée et par notre laboratoire de Pl. tetani dans une boite 
de fromage fondu a brusquement posé le probléme du contréle 
des anaérobies stricts. Une Commission de bactériologistes et de 
techniciens étudie actuellement la mise au point de ce contrdéle. 
Toutefois, il était légitime de se demander si le lait peut trans- 
mettre les maladies anaérobies et nous avons voulu répondre a 
cette question par une expérimentation aussi compléte que 
possible sur l’animal. 

Nous avons limité cette expérimentation 4 trois groupes de 
maladies anaérobies : les gangrénes, le tétanos, les botulismes. 

A priori, la voie d’introduction entérale semblait la seule inté- 
ressante. Mais comme, a notre connaissance, il n’existe aucune 
preuve du pouvoir pathogéne parentéral des cultures sur lait des 
anaérobies, nous avons voulu combler cette lacune. 

Ainsi, les 12 anaérobies pathogénes choisis pour nos recherches 
(6 gangréneux, 1 tétanique, 5 botuliques) ont-ils été introduits 
chez le cobaye ou la souris par les voies entérale et parentérale. 
Pour cette derniére, aucune difficulté. Pour la voie per os, il 
suffit d’affamer et d’assoiffer les cobayes ou les souris pendant 
vingt-quatre heures, puis de leur présenter un repas composé de 
son et d’avoine mélangés a un tube de culture sur lait de 
lanaérobie en question. Les premiéres ingestions sont parfois un 
peu difficiles, mais les animaux s’habituent au gout et a l’odeur 
désagréables des anaérobies et finissent par s’en nourrir. 

Nous exposerons les résultats par groupes nosologiques. 


I. — SERIE GANGRENEUSE. 


A, Voir PARENTERALE. — Les cultures de dix-huit a vingt-quatre 
heures sur latt complet de W. perfringens, Cl. septicum, 
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Cl. chauvoet, Cl. cedematiens, Cl. histolyticum et Cl. sordellii ont 
été injectées a 6 cobayes. : 

a) Welchia perfringens. — Souche Lechien. 

Le cobaye 99/60 regoit 1 cm* dans le muscle. Il meurt en 
dix-huit heures. A l’autopsie, lésions caractéristiques du phlegmon 
gazeux hémorragique, trés intenses, extensives, tres hémolytiques 
avec une cavité gazeuse de trés grande taille. 

Souche « Huet » : le cobaye 99/62 recoit 1 cm* dans le muscle 
el meurt en vingt-quatre heures avec le méme tableau interne. 

b) Cl. septicum. — Souche 650. 

Le cobaye 99/58 regoit 1 cm* dans le muscle et meurt en vingt 
heures, avec des lésions intenses et caractéristiques d’cedéme 
malin rouge. 

ce) Cl. chauvoei. — Souche Aynaud. 

Le cobaye 99/77 recoit 1 cm* dans le muscle et meurt en 
quarante-huit heures avec des lésions étendues de charbon symp- 
tomatique. 

d) Cl. cedematiens. — Souche Delhomme. 

Le cobaye 99/65 recoit 1 cm* dans le muscle et meurt en vingt- 
quatre heures avec les lésions caractéristiques de l’cedéme géla- 
tineux rosé. 

e) Cl. histolyticum. — Souche « chevaux ». 

Le cobaye 99/63 recoit 1 cm* dans le muscle et meurt en vingt 
heures avec des lésions caractéristiques de l’histolyse ni gazeuse 
ni putride. 

f) Cl. sordellit. — Souche 82. 

Le cobaye 99/59 regoit 1 cm* dans le muscle et meurt en vingt 
heures avec des lésions intenses de gangrene putride, cedéma- 
teuse et hémolytique. 

Ainsi, le lait peut transmettre a l’animal les 6 variétés de 
gangrene par vole parentérale. Ce résultat, qu’il était logique 
de prévoir, mais qui n’avait jamais été établi, nous a obligés 
a rechercher si les toxines gangréneuses pouvaient se produire 
dans le lait. Cette recherche a été limitée aux souches 741 et 
« Huet » de W. perfringens dont les toxines n’avaient pas pu étre 
obtenues sur bouillon VF, malgré la virulence trés nette de ces 
souches. 

Aprés vingt-quatre heures de culture sur lait, le petit-lait, 
exsudé de la coagulation spongieuse habituelle, est centrifugé 
et injecté a la souris par voie veineuse. La dose de 0,5 cm® de 
lactosérum de chacune de ces souches se montre trés toxique, 
les souris mourant respectivement en huit minutes (souche 
« Huet ») et trente minutes (souche 741). 

Ainsi, les toxines perfringens se forment plus activement sur 


lait que sur bouillon. 
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B. Vor extéRate. — a) W. perfringens. — Souche Lechien. 

Le cobaye 27/3 ingére 2 repas infectants (correspondant 
4 deux tubes de lait). I] meurt en quarante-huit heures, apres 
le deuxiéme repas. On observe une ophtalmie purulente, une 
hémorragie vaginale et du météorisme abdominal. A l’autopsie, 
on constate une entérotoxémie se manifestant par une hyperhémic 
intense de la partie terminale du gréle, un estomac paralysé et 
dilaté par les gaz dont la muqueuse externe porte plus de 
100 petites hémorragies pariétales allant de 1 mm 4 5 mm de 
diamétre, une rétention biliaire trés marquée et une congestion 
générale des viscéres. La culture du contenu de l’estomac révéle 
le mélange de W. perfringens avec des aérobies et celle du 
contenu de l’intestin gréle, W. perfringens a l’état pur. 

Ainsi, le lait infecté par W. perfringens peut conférer rapi- 
dement, par ingestion 4 l’animal, l’entérotoxémie mortelle corres- 
pondante. 

b) Cl. septicum. — Souche 650. 

Le cobaye 29/3 ingére 6 repas infectants. I] tolére bien en 
apparence les 4 premiers, présente des signes morbides a partir 
du cinquiéme et meurt aprés le sixiéme, soit quatre jours 
aprés le début de l’expérience. Extérieurement, on observe une 
ophtalmie purulente et du météorisme abdominal. A |’autopsie, 
on constate ici encore une entérotoxémie typique se manifestant 
par une hyperhémie intestinale intense, une hépatite marquée 
(avec foie feuille morte), un estomac paralysé et gonflé par les 
gaz avec hyperhémie. Du contenu stomacal, on isole Cl. septicum 
en culture impure et du contenu de l’intestin gréle une culture 
pure de Cl. septicum. 

En conséquence, avec Cl. septicum, il faut deux fois plus de 
lait infectieux qu’avec W. perfringens, ce qui correspond aux 
données épidémiologiques des entérotoxémies naturelles. 

c) Cl. chauvoet. — Souche Aynaud. 

Le cobaye 31/3 ingére 4 repas infectants et meurt le cinquieme 
jour. L’examen du cadavre donne un tableau calqué sur le pré- 
cédent : entérotoxémie avec hyperhémie noiratre de tous les 
viscéres. Culture impure de Cl. chauvoei dans l’estomac et dans 
Pintestin gréle. 

Le pouvoir pathogéne du lait infecté par Cl. chauvoei est donc 
sensiblement le méme que celui de Cl. septicum. 

d) Cl. ceedematiens. — Souche Delhomme. 

Cobaye 31/52. Il a fallu 10 repas infectants pour amener la 
mort au huitiéme jour. A l’autopsie, on constate une entéro- 
toxémie ; une anse intestinale est hypertrophiée et congestionnée, 
mais on ne retrouve l’anaérobie ni dans son contenu ni dans le 
foie. La reprise du germe dans les myosites 4 Cl. cedematiens est 
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souvent négalive ; les viscérites semblent done se comporter 
de méme. 

e) Cl. histolyticum. — Souche « chevaux ». 

Cobaye 31/35. Il a fallu 6 repas infectants pour amener la mort 
au quatri¢éme jour. A lautopsie, on ne constate aucune lésion 
spécifique, mais simplement une congestion légére de tous les 
viscéres. Dans l’intestin gréle, on retrouve Cl. histolyticum en 
culture mixte. 

f) Cl. sordellit. — Souche 82. 

Cobaye 44/52. Il a fallu 16 repas infectants pour amener la 
mort en huit jours. A l’autopsie, on constate une entérotoxémie 
marquée avec hyperhémie et météorisme. On ne retrouve pas le 
germe dans l’intestin. 

Ainsi, fait paradoxal, c’est le germe anaérobie gangréneux le 
plus toxinogéne qui est le moins infectieux, par voie enté- 
rale, alors que c’est le moins toxinogéne qui est le plus infectieux 
par cette voie. Il semble donc que le pouvoir pathogéne, par voie 
entérale, des anaérobies gangréneux cultivés sur lait soit surtout 
en rapport avec l’affinité de leur toxine pour le tube digestif. 


i — Teranos: 


A, VoIE PARENTERALE. — Si paradoxal que cela puisse paraitre, 
il est difficile d’obtenir la toxine tétanique sur lait. Plusieurs 
cultures de vingt-quatre heures, quarante-huit heures et trois jours 
de la souche L 42 sur lait n’ont donné aucune trace de toxine 
et les animaux injeclés n’ont pas présenté de tétanos. 

Une souche récente 748, provenant d’un tétanos mortel survenu 
ad la Martinique, a donné aprés dix-huit jours d’incubation une 
culture tétanigéne : une souris injectée avec 0,5 cm* sous la 
peau est morte en quarante-huit heures d’un tétanos généralisé. 

Donc, la production du tétanos, expérimental par les cultures 
sur lait, est difficile, irréguliére et rare. 


B. Voie ENTERALE. — Les cobayes et les souris nourris par des 
cultures de tétanos (442 et 743) sur lait n’ont présenté aucun 
phénoméne tétanique et ont survécu. 

Ainsi le tétanos ne se transmet pas par le lait par voie entérale. 


III. — Série BOTULIQUE. 


A. Votre PARENTERALE. — a) Cl. botulinum A. — Souche 
Legroux. : 

Cobaye 14/52 : 1 cm* de culture de quarante-huit heures sur 
lait par voie sous-cutanée. Meurt en vingt heures. 
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Botulisme typique avec lésions caractéristiques (paralysie de 
l’estomac avec digestion de la parol). 

b) Cl. botulinum B. — Souche « petits pois ». 

Cobaye 15/52 : 1 cm® de culture de quarante-huit heures sur 
lait par voie sous-cutanée. Meurt en vingt heures d’un botulisme 
typique avec digestion de la paroi stomacale. 

ce) Cl. botulinum C. — Souche sud-africaine. 

Souris d. v.: 0,5 cm® sous-cutané d’une culture de dix-huit 
jours sur lait. Meurt en sept heures de paralysie flasque botulique. 

d) Cl. botulinum D. — Souche 468. 

Souris p.a.d.v. : 0,5 cm® sous-cutané d’une culture de dix- 
huit jours sur lait. Meurt en sept heures de paralysie flasque 
botulique. 

e) Cl. botulinum E. — Souche perche. 

Souris p.a.g.v.: 0,5 cm? sous-cutané d’une culture de dix- 
huit jours sur lait. Meurt en quinze heures de paralysie flasque 
botulique. 

Donc, le lait peut transmettre les 5 types de botulisme par 
vole sous-cutanée. 


B. Votre entéRALE. — a) Cl. botulinum A. — Souche Legroux. 

Un seul repas infectant suffit pour tuer le cobaye en dix-huit 
a vingt heures, par botulisme typique et lésions caractéristiques 
(digestion des parois stomacale et intestinale). 

b) Cl. botulinum B. — Souche « petits pois ». 
Un seul repas infectant tue le cobaye en vingt heures, par botu- 
lisme typique et digestion de l’estomac. 
c) Cl. botulinum C. — Souche sud-africaine. 
Un seul repas infectant tue le cobaye en vingt heures, par botu- 
lisme typique et digestion de l’estomac. 
d) Cl. botulinum D. — Souche 468. 
Un seul repas infectant (culture de dix-huit jours sur lait) tue 
une souris en vingt-quatre heures; une autre souris ne meurt 
qu’aprés cing jours. 

e) Cl. botulinum E. — Souche perche. 

Un seul repas infectant (culture de dix-huit jours sur lait) tue 
les 2 souris en expérience en quarante-huit heures. 


CONCLUSIONS. 


1° Par voie parentérale intramusculaire, le lait peut transmettre 
au cobaye les 6 types de myosite gangréneuse, habituellement 
provoqués par les cultures sur bouillon de W. perfringens, 
Cl. septicum, Cl. chauvoei, Cl. cdematliens, Cl. histolyticum 
et Cl. sordellit. 


2° Par voie entérale, les cultures sur lait des 6 anaérobies 
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gangréneux ci-dessus provoquent les viscérites correspondantes. 

3° Par voie parentérale, le lait ne transmet le tétanos que de 
facon irréguliére. 

4° Par voie entérale, le lait ne transmet pas le tétanos. 

5° Par voie parentérale sous-cutanée, le lait transmet au cobaye 
ou a la souris les 5 types de botulisme A, B, C, D et E. 

6° Par voie entérale, le lait transmet au cobaye et a la souris 
les 5 types de botulisme. 

7° Le contréle bactériologique du lait doit donc comporter, 
s'il veut étre complet, la détection des anaérobies stricts patho- 
genes des séries gangréneuse et botulique. 


RECHERCHES 
SUR LA REPRODUCTION EXPERIMENTALE 
DES ACTINOMYCOSES 
A ACTINOBACTERIUM BAUDETI 
ET ACTINOBACTERIUM CELLULITIS 


par C. MAZUREK, P. TARDIEUX et A.-R. PREVOT. 


[Institut Pasteur, Service des Anaérobies]. (1) 


Introduction. . 


Les actinomycoses humaines et animales posent de nombreux 
problémes dont les principaux, relatifs 4 l’étiologie, a la patho- 
génie, & la reproduction expérimentale et a la thérapeutique, sont 
restés longtemps trés confus. Toutefois, les travaux de ces dix 
derni¢res années ont élucidé quelques points d’étiologie et de 
pathogénie. 

Tout d’abord, le nom d’actinomycose doit maintenant étre stric- 
lement réservé aux suppurations aigués, subaigués et chroniques 
aboutissant habituellement 4 la formation de grains blancs (ou 
jaunes) et qui sont provoqués par des actinomycéles : Actinomyces 
aérobies et Actinobacterium anaérobies. 

Ceci élimine les infections qui, cliniquement, se _ présentent 
comme des aclinomycoses, mais qui, étant provoquées par des 
espéces anaérobies des genres Corynebacterium, Ramibacterium 
ou Fusocillus, ne sont en réalité que des pseudo-actinomycoses 
comme l’ont montré Prévot, Béal et Tardieux [4] pour les cellu- 
lites jugales et cervico-faciales, et Prévot, Goret, Joubert, Tar- 
dieux et Aladame {2} pour la fusocillose du chat. 

I] résulte de cette définition que l’on ne peut plus considérer 
l'actinomycose vraie comme une maladie a étiologie unique 
puisque, a coté de Vactinomycose causée par Actinomyces bovis, 
aérobie facultatif, nous connaissons maintenant les aclinomycoses 


lf 


causées par les 4 espéces anaérobies du genre Actinobacterium : 


(1) Tous les examens histo-pathologiques qui figurent dans ce tra- 
vail ont été réalisés par le D™ Bablet, chef du Service d’Anatomo-patho- 
logie, que nous remercions trés vivement pour sa collaboration. 
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A. israéli, A. meyeri, A. abcessus et A. cellulitis [3, 4, 5, 6, 7], 
auxquelles vient s’ajouter l’actinomycose canine causée par une 
espéce microaérophile, Actinobacterium baudeti (8, 9, 40). 

Du point de vue de la reproduction expérimentale, les auteurs se 
sont heurtés a de si nombreuses difficultés que jusqu’en 1950 
aucun résultat concluant ne peut étre retenu. E. R. Brygoo [44] a 
dressé le bilan de ces travaux, pour la plupart négatifs, ct a 
exposé ses propres recherches : les injections répétées d’A. israeli, 
dA. abcessus et d’A. cellulitis au cynocéphale par diverses voies 
nont donné aucun résultat. 

Par contre, E. Meyer et Verges en 1950 [42], puis R. S. Geisler 
et E. Meyer en 1951 [43] ont réussi a reproduire réguliérement 
chez la souris une actinomycose en ajoutant aux cultures d’Aclino- 
myces bovis de la mucine gastrique. Ces deux derniers auteurs 
ont pu ainsi déterminer la dose infecticuse minima et prouver que 
Vauréomycine ect la pénicilline sont efficaces pour la prophylaxie 
et la thérapeutique de la maladie expérimentale. Toutefois, il faut 
remarquer que leurs souches, étiquetées A. bovis, sont anaérobies. 
Or, les descriplions initiales d’A. bovis (Harz, Macé, etc...) 
assignent trés nettement & cet actinomycéte la qualité d’aérobie 
facultatif. Ce n’est que longtemps aprés qu’on a altribué en Amé- 
rique la qualité anaérobie strict & ce germe, ce qui est une erreur 
qui tend maintenant a faire confondre Actinomyces bovis ct Actino- 
bacterium israéli. Or, ces deux germes ne sont pas identiques 
puisque l'un est aérobie et l'autre anaérobie. On ne peut done pas 
savoir quelle actinomycose Meyer et Verges, puis Geister et 
Meyer ont reproduite chez la souris et guérie par ces deux anti- 
biotiques. 

Etant donné Vimportance de celle question, puisque c’est par 
la maladie expérimentale qu’on comprendra enfin la pathogénie 
des aclinomycoses et qu’on trouvera leur traitement, nous avons 
repris ces recherches sur une nouvelle base. 


Partie expérimentale. 


Nous avons utilisé, pour ces expériences, les mémes souches 
UA. baudeti et d’A. cellulitis dont nous nous sommes servis pour 
des recherches antérieures [10]. 


PREMIERE SERIE D’ EXPERIENCES : CULTURES PURES. 
a) A. baudett. 
ExpriRrence I. — Des cultures de A. baudeti en bouillon VI 


additionné d’extrait de cervelle ont été injectées par voles sous- 
eutance ct intranéxitonéale A des souris. Chaque animal a recu une 
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injection unique, soit de 0,5 cm’, soit de 1 cm*. Toutes les souris 

ee : ; ; 
ont succombé en huit a quinze jours, mais aucune na présente 
les lésions spécifiques de Vactinomycose. 


Exptrrence Il, — Douze cobayes recoivent une injection de | 
ou 2 cm® de la méme culture par les voies sous-cutanée, intra- 
péritonéale ou intramusculaire. Tous meurent en dix a quinze 
jours mais sans présenter de lésion spécifique. 


Expirrence III. — Deux lapins recoivent, l’un 2 cm* de culture 
en gélose par voie intrapéritonéale, l'autre 10 cm*® de culture en 
bouillon VF par voie sous-cutanée. Aucune lésion d’actinomycose. 


Expirience IV. — Deux chats recoivent une injection unique 
de culture en bouillon par voie intrapéritonéale et survivent sans 
aucun symptéme. 


Exprrience V. — Un chien recoit deux injections de 10 cm® de 
culture en bouillon VF par voie intrapéritonéale & un mois 
d’intervalle et ne présente aucun symptOme. Un autre recoit les 
mémes doses par vole sous-cutanée et présente au leu d’injec- 
tion un abcés banal 4 pyogénes qui guérit spontanément. 


Expérience VI. — Un singe recoit deux injections de 10 em* 
a un mois d’intervalle par voile intrapéritonéale. I] survit sans 
aucun symptoéme. 


b) A. cellulitis. 


Exprrience VII. — Des souris ont regu par les diverses voies 
des injections uniques de culture d’A. cellulitis sans aucun 
résultat, 


Exprrience VIII. — Des cobayes trailés de la méme maniére 
n'ont présenté aucun symptome. 


ExpErrence IX. — Deux chiens ont recu 5 cm* de culture de 
quatre jours d’A. cellulitis, un par voie intrapéritonéale, lautre 
par vole sous-cutanée sans résultat. (Ce dernier a présenté un 
abcés fistuleux a 'W. perfringens qui a guéri spontanément). 
L’autre a subi un affaiblissement et un amaigrissement consi- 
dérable. 


CoNnCLUSION DES EXPERIENCES I a IX. — Ni les cultures pures 
WA. baudeti, ni celles d’A. cellulitis ne sont capables de conférer 
aux divers animaux l’actinomycose expérimentale. 
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DEUXIEME SERIE D’EXPERIENCES : ASSOCIATIONS. 


a) A. baudeti. 


Les résultats obtenus avec les cultures pures étant négatifs, 
nous avons essayé de reproduire l’acltinomycose expérimentale par 
les associations d’A. baudeti et d’A. cellulitis avec des anaérobies 
de la flore endogéne buccale, puisque 1l’actinomycose spontanée 
prend son point de départ dans la bouche. 


Exprérience X. — Association A. baudeti + Veillonella parvula. 

Des souris et des cobayes recoivent des injections de cette asso- 
ciation par les diverses voies sans résultat. 

Un cynocéphale traité de la méme facon présente un cedéme 
local qui se transforme lentement en tuméfaction dure qui se 
résout peu a peu. 


Experience XI. — Association A. baudeti + Fusocillus girans. 

Des souris et des cobayes regoivent des injections de celte asso- 
ciation par les diverses voies sans résultat. 

Un lapin qui a recu la méme association a présenté une tumé- 
faction locale qui s’est transformée en abcés. L’incision a libéré 
un pus amicrobien. 

Deux chats ont regu cette association, lun par voie intra- 
péritonéale, |’autre par voie sous-cutanée. Le premier n’a présenté 
qu’un affaiblissement momentané de l’état général, l’autre a pré- 
senté un abcés qui s’est fistulisé et a guéri spontanément. 

Un cynocéphale traité par la méme association présente un 
cedéme local qui se résout peu 4 peu. 


Expérience XII. — Association A. baudeti + Staphylococcus 
anaerobius. 

Deux chats ont recu des injections de cette associalion sans 
résultat. 

Un chien traité de méme n’a rien présenté d’anormal. 

Un cynocéphale traité de méme a présenté un cedéme local qui 
s’est résorbé progressivement. 


Expiérience XIII. — Association A. baudeti + Staphylococcus 
anaerobius + V. parvula + F. fusiformis. 

Un singe (Maccacus rhesus) regoit cette association, d’abord 
dans la région sous-maxillaire, puis dans la région abdominale et 
présente une tuméfaction abdominale. Incisée, elle s’est présentée 
comme un abcés enkysté a pus lié contenant surtout V. parvula 
mais pas d’A. baudeti. L’examen histologique a montré une réac- 
tion histiocytaire et endothéliale dans un tissu  conjonctif tres 


cedématié. 
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b) A. cellulitis. 


Expirience XIV. — Association A. cellulilis + F’. girans. 

Deux chats ont recu 5 cm® de celte association par voie intra- 
péritonéale et n’ont présenté aucun symptome. 

Deux autres chats ont recu 5 cm® de cette association par vole 
sous-cutanée ; ils ont présenté un léger amaigrissement et des 
réactions locales avec formation d’un abcés a pyogénes qui a 
euéri spontanément en quatorze semaines. 


ConcLusion pES EXPERIENCES X a XIV. — Les associations de 
A. baudeli et de A. cellulitis avec des pyogenes anaérobies de 
la flore endogéne buccale reproduisent assez facilement des sup- 
purations anaérobies mais non l’actinomycose expérimentale. 


TROISIEME SERIE D’ EXPERIENCES : EMPLOI DE LA MUCINE. 


Devant cette impossibilité de reproduire Vactinomycose avec 
des cultures pures ou associées, nous avons pensé a additionner 
les cultures d’Actinobacterium d’une solution de mucine. 

Nous avons utilisé des solutions 4 5 p. 100. On sail, en effet, 
que Nungester, Wolf et Jourdonais en 1932 [44] ont augmenté la 
virulence du streptocoque et du pneumocoque en injectant avec eux 
de la mucine gastrique de pore, et que Gale et Elberg en 1952 [45] 
ont augmenté la virulence de diverses bactéries pour la souris par 
addition de mucine gastrique homologue. Une culture d’Actino- 
bacterium de trois a cing jours est centrifugée et le culot micro- 
bien est repris dans la solution de mucine gastrique de pore. 


ExpERIENCE XV. — A. baudeti + mucine, sur cobaye. 

Les trois premiers cobayes injectés sont morts en dix a quinze 
jours aprés avoir recu deux injections de 2 cm? a sept jours 
dintervalle. A l’autopsie, exsudat grumeleux dans la cavité péri- 
tonéale, qui tapisse le mésentére et la surface du foie de grains 
blanchatres. L’examen microscopique de ces grains montre une 
prédominance d’A. baudeli avec des cocci ect des batonnets Gram- 
négatifs. Sur les 3 cobayes suivants, 2 sont morts en quinze et 
vingt-trois jours. Méme tableau anatomo- -pathologique. Du pus 
de Pun d’eux on réisole A. baudeti en culture pure (fig. 1 et 2). 

L’examen histologique des piéces prélevées montre un abra- 
sement de l’endothélium péritonéal avec exsudat polynucléaire 
abondant et réaction histiocytaire intense ; dans la profondeur, 
infiltration interstitielle des couches musculaires sans dégéné- 
rescence notable des fibres. Stase veineuse hépatique ; infiltration 
des espaces portes ; réaction endothéliale ; hyperplasie nucléaire. 


REPRODUCTION EXPERIMENTALE DES ACTINOMYCOSES 191 


Le troisiéme cobaye est mort en trois semaines, aprés la der- 
ie. Ue Oe Ae j oe . x . . . : 
niere injection. A l’autopsie, abcés circonscrit de la parol abdo- 
minale 4 pus crémeux et granuleux. Pas de microbe a l’examen 

direct. 
La troisiéme série de cobayes a donné 1 mort en sept jours 


Fic. 1. — Actinobaclerium baudeti. 


Granule prélevé sur le foie d'un cobaye mort d’actinomycose expérimentale. 
Gross. : X 4 306. (Service de photo-micrographie de l'Institut Pasteur.) 


et 1 en vingt-trois jours. Pus crémeux a phagocytes nombreux. 

Dans la quatriéme série, les cobayes n’ont regu qu'une seule 
injection par semaine. L’un des cobayes mourut huit jours aprés 
la premiére injection d’une péritonite purulente. Il s’agit d’un 
pus liquide owt flottent des grumeaux. Le péritoine et le mésen- 
lére sont tapissés de ces grains blanchatres. A |’examen micro- 
scopique direct, on constate de nombreux Actinobacterium autour 
de cellules plus ou moins altérées. Un autre cobaye mourut 
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dix-sept jours aprés la premiére injection avec le méme tableau 
nécropsique. 

Dans la cinquiéme série (une injection hebdomadaire), 2 cobayes 
meurent rapidement avec le méme tableau que ci-dessus. Un 
troisiéme, mort en trois semaines, présentait une péritonite 
fibrino-purulente, de nombreuses adhérences entre les anses 


Fic. 2. — Actinobaclerium baudeti. 


Frottis d’un grain blanc d’un pus péritonéal d’actinomycose expérimentale. 
Gross. : X 1 300. (Service de photo-micrographie de l'Institut Pasteur.) 


intestinales et les autres viscéres. L’épiploon, le mésentére, la 
surface du foie sont tapissés de grains blancs. Ceux-ci, examinés 
au microscope, se révélent constitués par des cellules nécrosées 
et des amas d’A. baudeti. 

L’examen histologique a montré une congesluon marquée du 
parenchyme hépatique avec dégénérescence périphérique, cedéme 
intercellulaire, pycnose, cytolyse, infiltration inflammatoire sub- 
aigué des espaces portes. La cavité péritonéale est occupée par 
une infiltration & polynucléaires et un exsudat fibrineux. Le 
pancréas est sclérosé ; légére hyperplasie des ilots de Langerhans, 
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nombreuses bactéries libres ou intracellulaires, dont la coloration 
par le Gram montre la nature actinomycétienne. 


Expérience XVI. — A. baudeti + mucine sur singes. 

Deux cynocéphales recoivent par voie intrapéritonéale 10 em? 
de la suspension mucique une fois par semaine. 

Un M. rhesus en recoit 5 cm*® une fois par semaine. 


Fic. 3. — Actinobacterium cellulitis. 


Dans Jes granules d’actinomycose expérimentale. Gross. : X 1 300. (Service de 
photo-micrographie de |’Institut Pasteur.) 


L’un des cynocéphales présente un abcés fistuleux qui, pone- 
tionné, donna un pus crémeux a cellules altérées sans grains 
blancs, ot l’Actinobacterium ne fut pas retrouvé. L’autre cyno- 
céphale et le M. rhesus tolérent bien ces injections. 


Expérrence XVII. — A. cellulitis + mucine sur cobaye. 
Trois cobayes recoivent 1 cm* du mélange deux fois par 
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semaine. L’un meurt en quatorze jours aprés Ja premiére injec- 
tion. Le péritoine est le siége de suppurations circonscrites cons- 
liltuées par des amas de cellules altérées avec prolifération abon- 
dante d’A. cellulitis. L’autre meurt en quinze jours : suppurations 
périlonéales a grains blancs ; chaque grain est constitué par des 
amas de cellules altérées et de corps microbiens semblables a 
A. cellulitis (fig. 3). 

Le troisiéme meurt en deux mois (onze_jours aprés Ja derni¢re 
injection) : épaississement du péritoine, adhérences ; formations 
eranuleuses dont on isole A. cellulitis en culture pure. 

Si on réduit le nombre des injections & une par semaine, on 
peut reproduire une actinomycose expérimentale du méme type 
analomo-patholog:que (suppurations 4 grains blancs), mais moins 
rapidement mortelle ; dans ces derniers cas, les métastases pul- 
monaires apparaissent. L’examen  histologique du __ péritoine 
montre une nappe de polynucléaires : épaississement de la sous- 
séreuse par dépot collagéne, infiltration histiocytaire, cedéme et 
infillration Jégére de la musculeuse. : 

Expérience XVIII. — Témoins 

Pour comprendre le mécanisme de V’action de la mucine dans 
l'actinomycose expérimentale, nous avons injecté 2 cobayes avec 
la solution de mucine seulement. L’un meurt en deux mois ; 
i Tautopsie, on constate un épaississement du péritoine et une 
dégénérescence hépatique : foie friable d’aspect feuille morte. 
\ Vexamen histologique : stéalose, et nécrose médiane et centro 
Jobulaire ; congestion et dilatation des capillaires ; eedéme hémor- 
ragique et infiltration histiocytaire des espaces portes. Plage de 
congestion dans le poumon. L’autre cobaye est mort en sept 
semaines sans aulre lésion qu’une congeslion hépatique. 

Ainsi, c'est a Ja faveur de Vétat congestif et nécrotique du 
i la mucine que les anaérobies actinomycogénes se développent 
dans l’organisme et provoquent les lésions spécifiques de l’actino- 
mycose. 


CONCLUSION DES EXPERIENCES XV a XVIII. — En associant 
A. baudeti et A. cellulitis avec la mucine, on reproduit une actli- 
nomycose expérimentale subaigué mortelle. Celle-ci se constitue 
a la faveur de l’action congestive et nécrotique propre a la 
mucine. 


Conclusions générales. 
1° Quand on cherche a reproduire lactinomycose expérimen- 


tale avee des cultures pures d’Actinobacterium baudeli ou 
WA. cellulitis quels que soient la voie d introduction, lespéece 
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animale, la quantité de culture et le rythme des injections, on 
échoue presque toujours. 

2° En associant ces deux anaérobies avec les autres anaérobies 
pyogenes de la cavilé buccale de ’homme, on obtient presque 
toujours des suppurations mortelles chez les animaux d’expé- 
rience, mais celles-ci n’ont pas le caractére spécifique de lacti- 
nomycose et on n’y retrouve que les pyogénes associés. 

3° Au contraire, en associant ces deux anaérobies avec la 
mucine, a la faveur de l’action propre de celle-ci (congestive et 
nécrosante), les aclinomycogénes développent une action spéci- 
fique chez animal d’expérience, cobaye, souris et lapin de pré- 
férence (singe exclus) et ceux-ci présentent les lésions caractéris- 
tiques de l’actinomycose : pus a grains riziformes, congestion el 
nécrose des tissus environnants, mort en un temps variable 
suivant la quantité injectée. Il est remarquable que, dans ce 
syndrome subaigu, les lésions spécifiques contrdlables restent 
localisées au lieu d’injection, c’est-a-dire 4 la cavilé péritonéale. 
Malgré importance des doses injectées nous n’avons vu qu'une 
fois une métastase pulmonaire. Le foie, la rate, les reins, pourtant 
tapissés de grains actinomycosiques, ne présentaient que des 
lésions histologiques d’inflammation banale. Ceci montre, a notre 
sens, que l’actinomycose est une maladie essentiellement localisée 
sans tendance a la dissémination. 
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ACTION INHIBITRICE 
DES EXTRAITS AQUEUX DE TOURBE 
SUR LA CROISSANCE DES GERMES DU SOL 


par J. POCHON et H. pz BARJAC (’). 


(Institut Pasteur. Service de Microbie technique. 
Laboratoire de Microbiologie du sol.) 


Les tourbes sont, par définition, des terres peu évoluées ov 
les fonctions physiologiques des principaux groupes bactériens 
seraient soit considérablement ralenties (ex. humification), soit 
méme supprimées (ex. fixation de N atmosphérique par les 
Azotobacter en aérobiosc). Il était donc normal de rechercher si 
les conditions offertes par le « milieu tourbe » a la microflore 
d’un sol normal se révélaient défavorables, en d’autres termes, 
de rechercher si l’on pouvait mettre en évidence un pouvoir 
inhibiteur. Comment représenter au laboratoire ce « milieu 
tourbe » ? Il nous a paru logique d’effectuer nos premiéres expé- 
riences sur des extraits aqueux de tourbe préparés soit a froid, 
soit 4 chaud. On sait, en effet, que les extraits aqueux de terre 
permetient parfaitement bien la croissance des germes tellu- 
riques. On pouvait dés lors espérer que, s'il existait dans les 
tourbes un pouvoir inhibiteur, ce dernier se retrouverait, tout au 
moins partiellement, dans les extraits aqueux. C’est ce qu’il nous 
a été donné de vérifier par les expériences suivantes, oi nous 
envisagerons successivement, vis-a-vis de ces extraits, le compor- 
tement de la microflore totale d’une « terre témoin », et celui 
d'une « culture pure » d’Azotobacter chroococcum. 


I. — EXPERIENCES SUR LA FLORE TOTALE BACTI:RIENNE. 


PREPARATION DES EXTRAITS. — Deux tourbes, prélevées en forét 
de Rambouillet, que nous appellerons respectivement C et A, 
ainsi qu’une terre témoin TG prélevée 4 l'Institut Pasteur, sont 
traitées de la maniére classique pour l’obtention des extraits de 
terre : poids égaux de terre et d’eau sont mélangés dans un 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 mars 1952. 
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ballon et laissés en contact vingt-quatre heures. Aprés quoi, les 
uns (extraits a chaud) sont portés a l’autoclave trente minutes 
4 120-130°, puis filtrés sur papier, les autres (extraits a froid) 
sont simplement filtrés. Pour les tourbes, i] nous a paru intéres- 
sant de faire un essai complémentaire, en remplacant les extraits 
a froid par l’eau exsudant des puits de prélévements effectués dans 
les tourbiéres, cette eau constituant une sorte d’extrait naturel. 
La stérilité de tous ces extraits est obtenue par filtration sur 
bougie. 


PREPARATION D'UNE DILUTION DE TERRE REPRESENTANT LA MICRO- 
FLORE TOTALE. — Nous utiliserons soit une dilution a 10-7 d’une 
terre TP, soit une dilution 4 10—* d’une terre TG, les deux étant 
prélevées a ]’Institut Pasteur. 

a) Essai sur milieu solide : numération sur plaques de silico- 
gel. — Les différents extraits obtenus : 

TG a froid (TG f), TG a chaud (TG c), 

Tourbe C a froid (Cf), tourbe C a chaud (C o), 

Tourbe A a froid (A f), tourbe A a chaud (A c) 
sont répartis stérilement sur plaques de silico-gel, A raison de 
10 cm* par boite ; l’imprégnation est faite en triple exemplaire 
pour chaque extrait. On porte a l’étuve a 50°, sous irradiation 
aux U.V., jusqu’a compléte absorption. L’ensemencement est 
alors réalisé, en répartissant a l’aide d’une pipette stérile 
IV gouttes d’une dilution TP a 10~’, que l’on étale ensuite 
uniformément a la surface du silico-gel imprégné. On porte a 
Pétuve a 28°. 

Les résultats sont lus au début du troisiéme jour de culture. 
Si Pon prend Ja moyenne pour chaque extrait, le nombre des 
colonies apparues sur une plaque est le suivant : 


RG RIROM et ues sence, bel: 28 OMe RGEC eyes ae ected Tn 580 
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b) Essai en milieu liquide: détermination photométrique de 
V’intensité de la croissance. — On opére avec les mémes extraits 
obtenus a partir de prélévements renouvelés (datant de huit jours), 
soit : 

iG et 1G e: 

Ce et Cfn = eau d’exsudation naturelle prélevée dans la 
tourbiére ; 

Ac et Afn = eau naturelle de la tourbiére. 

Ces extraits, filtrés a la bougie, sont répartis stérilement en 
tubes, a raison de 10 cm* par tube et de 9 tubes par extrait. 
On ajoute dans chaque échantillon I goutte, mesurée a la pipette 
compte-gouttes, de solution stérile de glucose a 30 p. 100 et 
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I goutte d’une solution de nitrate d’ammonium de méme concen- 
tration, stérilisée 4 l’autoclave. 

L’ensemencement est effectué a l’aide de 1 cm* d’une dilution 
de terre TG a 10—%, dans 6 tubes pour chaque s¢crie, les 3 autres 
étant réservés comme témoins. On place les tubes dans |’étuve 
a 28°, sur un agitateur mécanique continu. En rapportant chaque 
témoin a la division 0 du galvanométre, les chiffres d’augmen- 
tation d’opacité mesurant la croissance des germes sont, apres 
quarante-huit heures, en degrés photométriques : 


"DGete tl 5 oo eens ewes 91,7 GOS elects Lore ene ees Be 267 
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Ces chiffres résument la moyenne faite sur 3 tubes. Le 
quatriéme jour, malgré Vhétérogénéité de tous les milieux consé- 
cutive a la culture, les différences persistent. On obtient alors, 
en moyenne, des 3 tubes restants : 
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c) Conclusions des deux essais effectués en milieu solide et en 
milieu liquide, sur la microflore totale dun sol témoin normal. 
— Il appert que les extraits aqueux de tourbe possédent un effet 
inhibiteur notable sur la croissance de la totalité des bactéries 
présentes dans un sol normal. Cet effet est surtout remarquable 
dans le cas de C fn, puisqu’un témoin, réalisé avec 10 cm? d’eau 
de Seine stérile + I goutte d’une solution de NO,NH, stérile 
de méme concentration, et ensemencé par le méme poids de 
terre TG, donne heu a une culture de 35° photométriques aprés 
quarante-huit heures, soit supérieure de 15°. On ne saurait attri- 
buer ce pouvoir inhibiteur 4 une simple question de concentration 
des extraits en substances nutritives solubles, puisque l’addition 
de C et de N, dans des proportions rigoureusement identiques 
(sous forme de glucose et de nitrate), doit compenser les diffé- 
rences de concentration préexistantes. Fort improbable nous 
parait étre aussi l’hypothése explicative basée sur la seule notion 
de pH, car les différences notées dans la mesure de ceux-ci sont 
peu importantes. En effet : 
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Reste la solution consistant en l’existence de veéritables « sub- 
stances inhibitrices », notion que nous aimerions pouvoir préciser 
par la suite, grace a des extractions fractionnées pratiquées sur 
des couches différentes de tourbe a Vaide de solvants différents. 


~ 
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IT. — ExpgéRIENCE SUR UNE CULTURE PURE 
py Azotobacter chroococcum. 


Des extraits de tourbe et de terre, obtenus de maniere iden- 
tique, sont répartis 4 raison de 10 cm® par tube et additionnés 
chacun de 1 cm* d’une solution de mannite 4 20 p. 100. On 
ensemence avec IV _ gouttes d’une suspension d’Azolobacter 
chroococcum, réalisée en homogénéisant bien une anse de culture 
pure dans 10 cm* d’eau de Seine stérile. Aprés quarante-huit 
heures d’étuve a 28°, on note les résultats suivants, par lecture 
photométrique : 
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Conclusions. — Le pouvoir inhibiteur des extrails aqueux de 


tourbe vis-a-vis de la croissance des Azotobacter n’apparait pas 
douteux. Il est intéressant de rapprocher ces résultats de ceux 
dérivant de l’application aux tourbes de la technique classique de 
numération des Azotobacter, technique a laquelle les tourbes 
donnent une réponse parfaitement négative. 


III. — ConcLUSION GENERALE. 


Que les tourbes constituent un « milieu microbien » trés spécial, 
cela nous parait évident, ne fat-ce que par les conditions physico- 
chimiques particuliéres, qui les régissent. Que, d’autre part, ces 
tourbes soient douées d’un réel « pouvoir inhibiteur » sur la 
croissance des germes banaux du sol, cela semble découler nette- 
ment des expériences précitées. Ce pouvoir se prévaut-il avant 
tout de facteurs physiques, de facteurs chimiques ou de facteurs 
biologiques ? Est-il licite de vouloir séparer ces facteurs ? Peut- 
on isoler des tourbes une « substance inhibitrice » ? Ce sont 
autant de problémes qui restent a ¢lucider. 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 83, n° 2, 1952. 14 


POUVOIR AMMONIFIANT REEL ET POTENTIEL DU SOL 
DANS SES RAPPORTS AVEC LA MICROFLORE 


par O. COPPIER et J. POCHON (°). 


(Institut Pasteur, Microbie technique. 
Laboratoire de Microbiologie du sol.) 


Le phénoméne d’ammonification présente une grande impor- 
tance en agrobiologie ; en effet, l’azote organique, qu’il provienne 
des fumiers, des tissus végétaux et animaux morts, des fixateurs 
d’azote atmosphérique, doit obligatoirement subir une minérali- 
sation pour étre utilisable par les végétaux, Le premier temps de 
cette minéralisation, l’ammonification, améne l’azote organique 
sous forme ammoniacale. Mais il ne s’agit la que d’un stade inter- 
médiaire, cet azote réduit étant ultérieurement oxydé en nitrites 
et nitrates. Il est donc de la plus grande importance, étant volatil, 
que Vammoniac ne s’échappe pas dans l’atmosphére ; or, dans 
certaines conditions, en particulier lors d’apport massif d’azote 
organique en terrain alcalin, cette perte n’est pas négligeable, 
puisgu’elle peut atteindre en quatre-vingts jours 40 p. 100 de l’azote 
introduit, que ce soit sous forme d’urée ou de poudre de sang [4]. 

Le pouvoir ammonifiant d’un sol donné mériterait donc d’étre 
déterminé dé fagon aussi précise que possible, pour guider l’agri- 
culleur qui désire réaliser une fumure organique et aussi pour étre 
intégré dans une analyse pédologique compléte qui permettrait 
ultérieurement d’établir des rapports entre la fertilité d’un sol et 
Pactivité de ses groupements microbiens zymogénes. 

La détermination de ce pouvoir est malaisée car la quantité 
totale d’ammoniac libérée par la flore ammonifiante, dans un sol 
enrichi en azole organique, est la somme de l’ammoniac qui se 
dégage, de l’ammoniac fixé sur la terre par voie physique et 
chimique, de l’ammoniac immédiatement réutilisé par les hétéro- 
trophes pour leurs syntheses, de l’ammoniac oxydé par les auto- 
trophes nitrificateurs. Or, on ne peut mesurer que la premiére 
de ces quanlités, ’ammoniac qui se dégage dans le milieu 
ambiant. 


L’un de nous, avec Tchan [2], avait proposé une méthode dont 


(*) Sociélé Francaise de Microbiologie, séance du 3 avril 1952. 
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le principe est le suivant : enrichissement d’une certaine quantité 
de terre avec une quantité connue d’azote protéique (poudre de 
sang par exemple) et dosage journalier de l’ammoniac dégagé. 
Les résultats obtenus peuvent étre exprimés par une courbe d’am- 
monification en fonction du temps. 

Certaines modalités de la technique, et en particulier limpor- 
tance du rapport surface/volume de la terre, ont été précisées par 
J. Kauffmann et M. A. Chalvignac [8]. Les relations entre le déga- 
gement d’ammoniac et la teneur du sol en humus, plus préci- 
sément avec son rapport C/N, ont été étudiées (Pochon et 
Tchan [4]; Chalaust [5]; ¢’est ainsi que dans les sables trés peu 
humifiés le dégagement est beaucoup plus important que dans les 
sables trés humifiés, en raison d’une plus faible réutilisation et 
fixation physique et chimique. 

L’interprétation des courbes d’ammonification est toujours 
délicate en raison des multiples facteurs qui interviennent, facteurs 
qui impliquent également l’irrégularité des courbes. 

Ceci nous a conduits a préciser et méme a modifier les moda- 
lités techniques, pour étudier séparément l’influence de chacun 
des facteurs, en particulier éliminer la fixation de l’ammoniac 
sur le substrat par voie physique et chimique (échange d’ions). 

Cherchant un milieu minéral dont la consistance physique se 
rapproche de celle de la terre sans en avoir les inconvénients 
(hétérogénéité physique, chimique, biologique), nous avons eu 
Vidée d’utiliser du sable quartzeux stérile, additionné de poudre 
de sang et ensemencé avec une dilution de la terre a étudier. 


TECHNIQUE. 


1° Minieu. — 50 g de sable de Fontainebleau sont additionnés de 
5 p. 1 000 de poudre de sang desséché, soit 0,25 g; le tout est 
stérilisé a l’autoclave dans une boite de Petri de 10 cm de dia- 
métre. Puis on améne a 25 p. 100 d’humidité (soit 12 cm?) avec 
la solution saline standard de Winogradsky diluée au 1/20, 
stérile. 


2° ENSEMENCEMENT. — On ensemence alors avec 1 cm*® d’une 
dilution au 1/10 de la terre a étudier (cette dilution étant obtenue 
en broyant au mortier 1 g de terre, rapporté au poids sec, dans 
9 g d’eau de Seine stérile). On a soin de répartir uniformément 
l’ensemencement en mélangeant, puis en égalisant la surface avec 
une spatule. 


3° DosacGEs JoURNALIERS. — La boite ainsi préparée et ense- 
mencée est placée, sans couvercle, dans une grande boite de 
Petri de 15 cm de diamétre contenant de l’acide sulfurique 
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titré (N/50) et quelques gouttes d’une solution alcoolique de rouge 
de méthyle comme indicateur. La grande boite est fermée avec 
son couvercle et placée a l’étuve a 28°. Toutes les expériences 
sont faites en triple. Chaque jour on détermine l’NH, dégagé en 
dosant par différence la quantité d’acide restante. Les titrages sont 
poursuivis pendant quatorze jours. 

4° Nous avons trouvé intéressant de comparer ces résultats 
avec ceux oblenus par la technique classique en terre dont nous 
rappelons le détail. 

50 @ de la terre a étudier, exprimés en poids sec, sont addi- 
tionnés de 10 p. 1 000 de sang desséché (soit 0,5 g) et amenés 
a 25 p. 100 d’humidité avec la quantité calculée d’eau de Seine 
stérile.C’est sur cette terre vivante, contenant sa microflore totale, 
qu’on suit la courbe d’ammonification avec les mémes modalités 
techniques que précédemment (voir 3°). 


R&eSULTATS. 


L’examen comparé des courbes obtenues avec les deux tech- 
niques montre que, si l’on opére en sable, les irrégularités des 
résultats sont moindres, les graphiques plus réguliers ; de plus, 
et surtout, d’un examen d’ensemble de tous nos essais compa- 
ratifs terre-sable, ii se dégage que, sur sable, les résultats sont plus 
fideles et plus corcordants. Ceci est vraisemblablement en rap- 
port avec le moins grand nombre de facteurs en jeu, comme nous 
V’avons dit plus haut. La quantité totale de NH, dégagé est plus 
grande méme avec une quantité de sang moindre qu’en 
terre (fig. II1). En effet, la fixation de NH, est trés faible, sur le 
substrat sable et la réutilisation minime. 

Enfin, le maximum de dégagement (clocher de la courbe) est 
plus précoce, en moyenne le troisiéme jour au lieu du sixiéme sur 
la terre (Cf. fig. I). 


Afin de rechercher les conditions écologiques optima de l’ammo- 
nification (qui doivent nous permettre de mieux comprendre son 
role en agrobiologie et ses rapports avec la fertilité d’un sol), 
nous avons voulu analyser les différents facteurs expérimentaux 
(humidité, quantité de l’apport azoté, quantité de terre servant 
a l’ensemencement, conservation de la terre au laboratoire) et 
étudier leur influence. 


INFLUENCE DES DIVERS FACTEURS EXPERIMENTAUX. 


1° Taux bD’HUMIDITE DU sUBSTRAT. — Plusieurs séries d’essais 
ont été poursuivies avec 10 p. 100, 20 p. 100, 40 p. 100 d’humidité. 
Les courbes (fig. H) different surtout par leurs formes; les 
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résultats les plus fidéles sont obtenus avec 20 p. 100, ce qui 
correspond d’ailleurs a l’humidité moyenne des terres a l'étude. 
Les résultats obtenus avec 10 p. 100 et 40 p. 100 se traduisaient 
par des courbes irréguliéres, et peu fidéles d’une boite a l'autre. 
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Nous avons néanmoins constaté que, d’une maniére générale, le 
démarrage de la réaction était beaucoup plus tardif lorsqu’on 
s’éloignait, en plus ou en moins, du taux moyen de 20 4 25 p. 100. 


2° TrENEUR EN AZOTE PROTEIQUE. — Nos essais antérieurs (loc. 
cit. 2) avaient été réalisés avec la poudre de sang, urée, la farinc 
de soja et la poudre de tréfle ; ils nous avarent montre que plus 
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la substance était complexe et la teneur relative en carbone élevée, 
plus le dégagement de NH, était faible et tardif. Les résultats les 
plus facilement interprétables étaient obtenus avec la poudre de 
sang et l’'urée. Dans la série d’expériences actuelle nous n avons 
utilisé que la poudre de sang, l’urée étant attaquée par une flore 
beaucoup plus spécifique et de signification moins générale. 

Nous avons opéré, en sable et en terre, avec 1, 5 ou 10 g 
p. 1 000. 

Sur sable le dégagement est déja appréciable avec 1 p. 1000 
(fig. III a) ; avec 10 p. 1 000 de dégagement est si abondant que les 
dosages deviennent malaisés (fig. III c). La teneur de 5 p. 1 000 
nous a paru la plus favorable (fig. III 6). 

Sur terre on note, avec 1 p. 1 000 un dégagement trop faible 
pour étre retenu comme résultat quantitatif. Le dégagement d’NH, 
est encore trés faible avec 5 p. 1 000. La teneur optima pour la 
régularité et la fidélité des lectures est de 10 p. 1000 (fig. III). 


3° QUANTITE DE TERRE SERVANT A ENSEMENCER. —.Ce facteur ne 
peut évidemment étre éludié que sur sable puisque, avec la tech- 
nique sur terre, celle-ci n’est pas ensemencée et que c’est sa propre 
microflore qui agit. 

Cependant, pour avoir un point de comparaison, nous avons 
également préparé des plaques de terre stérilisée par la chaleur 
additionnée de poudre de sang comme dans la technique clas- 
sique, et ensemencée avec des dilutions variables de terre. 

Dans les deux cas les ensemencements ont été réalisés 
avec 1 em’ de dilution de terre au 1/300, 1/150, 1/30, 1/15, 1/10. 
Le dégagement de NH, est plus faible avec 1/300 et 1/150 (mais 
les résultats ne sont pas toujours aussi nets qu’avec la terre 
qui a servi pour notre expérience de la fig. TV) ; il est comparable 
avec les autres dilutions. Il est vraisemblable que la_prolifé- 
ration des germes d’ensemencement se fait, comme dans un milieu 
liquide, en fonction des substances nutritives présentes, quel que 
soit le nombre de germes ensemencés, au dela d’un certain taux. 
Aussi, par commodité technique seulement, avons-nous choisi la 
dose de 1 cm* d’une dilution au 1/10. 


4° CONSERVATION DE LA TERRE. — Nous avons voulu voir éga- 
lement si le fait de dessécher la terre pour sa conservation, puis 
sa réhumidification pour Vexpérience, a une influence sur les 
résultats. (Cela serait d’une grande commodité technique). 

Dans ce but, une expérience a été réalisée comparativement sur 
une terre fraiche et sur la méme terre desséchée A la température 
du laboratoire, sous vide et en présence de CaCl,, puis ramenée 


soit 4 25 p. 100 d’humidité, soit 4 son degré d’humidité au moment 
de son prélévement. 
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En ramenant a l’humidité initiale, le dégagement d’NH, est 
minime ; en ramenant a 25 p. 100 d’humidité, le dégagement est 
plus important, mais encore inférieur a celui de la terre non 
traitée (fig. V). 

On constate que la dessiccation modifie les résultats puisque la 
quantité de NH, dégagée est plus faible. Il ne semble donc pas 
que cette technique soit satisfaisante. 


DiscUSSION ET CONCLUSIONS. 


Les expériences et les résultats qui viennent d’étre rapportés 
permettent d’entrevoir différents points de vue dans |’étude et la 
mesure du phénoméne d’ammonification, et de définir un pouvoir 
ammonifiant réel (celui de la terre dans ses conditions écolo- 
giques normales) et un pouvoir ammonifiant potentiel (celui de 
la méme terre placée dans les conditions écologiques optima, que 
nous ne pourrons déllimiter que lorsqu’auront été fixées les 
influences exactes de tous les facteurs inconnus intervenant dans 
le phénoméne), 

Si Pintérét se porte sur le pouvoir ammonifiant d’un sol donné, 
a un moment donné, dans des conditions écologiques données, 
il est certain que la technique valable est celle sur terre fraiche 
additionnée de 10 p. 1 000 de poudre de sang, et maintenue au 
méme taux d’humidité qu’au moment du prélévement. C’est ce 
que nous appelons le pouvoir ammonifiant réel. Il est évidemment 
variable selon les saisons, en fonction de la pluviosité, etc. Trois 
facteurs essentiels interviennent : la microflore, la constitution 
physique (granulométrie) et chimique de la terre, les conditions 
écologiques (tassement, humidité, aération...). 

Si lintérét se porte sur le pouvoir ammonifiant dans les con- 
ditions optima, c’est encore a la technique sur terre que l’on 
s’adressera, modifiée en conséquence. Les résultats obtenus don- 
neront le pouvoir ammonifiant potentiel d’une terre. 

Mais pour l’étude des facteurs agissant sur le phénomene de 
Vammonification, il faut considérer l’activité de la microflore indé- 
pendamment de la terre qui l’héberge. Dans ce cas, la technique 
sur sable est la seule a utiliser et les résultats correspondent au 
pouvoir ammonifiant de la microflore. 

C’est, pour l’étude du groupement physiologique ammonzfiant, 
la méthode la plus aisée, la plus réguliére, la plus spécifique, 
puisque nous éliminons la plupart “des facteurs inconnus. Son 
grand intérét réside surtout dans la possibilité d’opérer en milieu 
synthétique connu dont on peut faire varier a volonté les condi- 
tions : température, humidité, pH, addition d’ions et de substances 
diverses, sucre, alcools, parasiticides et fungicides utilisées en 
agriculture, composés azotés. 
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LA PUISSANCE DENITRIFIANTE DU SOL 
MISE AU POINT D'UNE TECHNIQUE D'EVALUATION (’) 


par H. pe BARJAC. 


(Institut Pasteur. Microbie technique. 
Laboratoire de Microbiologie du sol.) 


La réduction des nitrates est lapanage de nombreux microbes 
du sol. Ce phénoméne a surtout, jusqu’ici, fait l’objet d’études 
aboutissant 4 une classification de ces microbes, isolés du_ sol 
et en culture pure, en fonction des produits | de réduction 
(NO,, NH,, N,, N,O), et de leur utilisation métabolique. Ainsi 
en est-il des relations données par Waksman [4] et Verona [2]. 
Le schéma qui s’en dégage est le suivant : 

NOH + H, —> NOH + H,0 
2 NOH + 2H, —> NOH, + 20,0 
N,0,H, —> NO + H,0 
N,O + H, —> N, + H,0 


L’acide hyponitreux peut également étre réduit comme suit : 


N,O,H, + 2H, —> 2N,OH 


La puissance de la microflore dénitrifiante, envisagée au sein 
méme d’un sol déterminé, reste imprécise et confuse, quant a son 
mode d’évaluation. Nous avons donc cherché a préciser ce mode. 
Nous proposons ici moins une technique de mesure de la « déni- 
trification effective » se produisant dans une terre, qu'une appré- 
ciation qualitative et quantitative de la « puissance dénitrifiante » 
de la microflore, puissance dont les conditions écologiques déter- 
minent, dans le sol, l’efficacité. La méthode utilisée dans ce but 


se présente comme suit : 
PRINCIPE. 


Ensemencement d’un milieu liquide salin avec des dilutions 
croissantes de terre et recherche systématique des zones corres- 
pondant aux trois phases du phénoméne étudié, a savoir : 

Présence de nitrates, 

Présence de nitrites, 

Présence d’ammoniaque. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 avril 1952. 
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En effet, ces 3 corps nous ont paru les plus adéquats pour 
cerner une étude pratique de la dénitrification, la mesure du 
dégagement d’azote moléculaire ne pouvant, pour des raisons 
techniques, faire maintenant l’objet d’une méthode standard. 


Mopr OPERATOIRE. 


1° PREPARATION DU MILIEU. — Une solution contenant : 
NO3K 6 2¢ 
Glucose summoner one TT aS es CO Ome i eon One 10 g 
CO:Grg tee nee ee 5g 
Milieu salin de Winogradsky_ a 4/20 poo 6p Obi oer Sb ON) Gan 


est répartie, A raison de 1 cm*, en tubes A hémolyse. On stérilise 
a 110°, vingt minutes. 


2° PREPARATION DES DILUTIONS. — A partir d’une dilution 
au 1/10, effectuée au mortier stérile, avec 1 g de terre homogé- 
néisée dans 9 g d’eau de Seine sterile, on réalise une gamme de 
dilutions allant de 10—7 A 10—38. 


& 


3° ENSEMENCEMENT. — Chaque dilution est réparlie en 6 tubes de 
milieu a raison de 0,5 cm*. On agite et l’on porte a l’étuve a 28°. 


° Lectures. — Les deuxiéme, quatriéme, sixiéme, huiticme, 
onziéme et quatorzi¢éme jours, soit 6 lectures, une gamme de dilu- 
tions est testée : 

A la diphénylamine sulfurique, aprés ¢limination de NO?— par 
ohecrer SS IN(OE =. 

Au réactif de Griesz —> NO?-, 

A VPiodure du potassium (10 p. 100) et Vextrait de Javel (le 
réactif de Nessler étant, en effet, inutilisable du fait de la présence 
de glucose, nous y substituons la recherche d’une formation 
d’iodure d’azote) —> NH?. 

Ainsi, l'on peut suivre simultanément 1]’évolution respective 
des nitrates, des nitrites et de l’ammoniaque. 


RESULTATS OBTENUS. 


Nos essais ont porté sur quatre terres choisics volontairement 
trés diverses : 

T G, prélevée dans les jardins de l'Institut Pasteur ; 

C1, prélevée dans les végétaux de surface en voie de trans- 
formation, dans une tourbiére, en forét de Rambouillet ; 

C 4, prélevée en profondeur de la méme tourbiére 

TF, prélevée dans le pare de Saint-Cloud. 


Les réponses données par ces terres sont exprimées dans les 
tableaux suivants. 


’ 
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Une représentation graphique permet de se faire une idée plus 
nettle des phénoménes (voir graphiques et tableaux ci-joints). 


DILUTIONS 


Dilutions 
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Tasteau Il, — Recherche des Nitrates. 


Dilutions 


Dilutions 


DISCUSSION. 


Comme on pouvait s’y attendre, lapercu donné par ces essais 
sur la « puissance dénitrifiante » des quatre terres enyisagées 
révéle de nettes divergences entre ces terres. 

L’attaque des nitrates est beaucoup plus rapide dans T G, 
puisque ces derniers ont totalement disparu le huitiéme jour, alors 
que l’on peut encore les mettre en évidence le onziéme jour 
dans T F, et surtout dans C 1 et C 4. Leur disparition coincide 
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pour T F avec le quatorziéme jour, alors qu'il en reste dans C 1 
et. C 4; 

L’apparition des nitrites est fugace, spécialement dans T G 
ou elle dure du deuxiéme au sixiéme jour inclus. I est intéressant 
de noter que, pour cette terre, la disparition des nitrates coincide 
avec celle des nitrites. La formation des nitrites, plus tardive 
dans C 1, est aussi plus prolongée, comme dans C 4 et TF. La 
encore apparait la relation avec les nitrates, puisque leur présence 
au quatorziéme jour dans C 1 et C 4 concorde avec celle de traces 
de nitrites, et leur absence dans. TF avec celle de ces mémes 
nitrites. A partir du sixiéme jour, la réaction présente généra- 
lement des irrégularités. Nous exprimons les résultats par une 
moyenne. 

L’apparition de l’ammoniaque suit celle des nitrites, sauf 
dans C 1 dont Ja texture, essentiellement faite de sphaignes, induit 
a admettre la superposition d’un phénoméne d’ammonification. 
T G donne lieu 4 une production d’ammoniaque qui, décalée par 
rapport a celle des nitrites, se poursuit jusqu’au onziéme jour 
inclus, en suivant un ordre bien déterminé de dilution ; ainsi est 
délimitée une zone se fermant le quatorzi¢éme jour. 

Ceci traduit une réutilisation de l’ammoniaque comparable a 
celle qui se produit a Ja fin du processus d’ammonification. La 
formation d’ammoniaque apparait 4 la fois plus intense et plus 
tardive dans C 4 et TF. 

Le méme schéma général, qui parait ainsi conduire la réduction 
des nitrates a travers les trois stades étudiés, comporte donc, 
ainsi qu’en témoignent les graphiques, de nettes différences sui- 
vant les terres, quant 4 la vitesse d’apparition, la durée, ]’extension 
et le chevauchement des phénoménes. On peut rapprocher ces 
résultats de ceux obtenus, avec une toute autre méthode, sur le 
contenu de panse du mouton par Lewis [8] qui démontre la for- 
mation de NH? et de NO?—, ainsi que la fugacité de ces nitrites. 


CONCLUSIONS. 


Au point de vue qualitatif, les divers sols étudiés nous con- 
duisent a considérer la dénitrification comme un phénoméne 
complexe ot s’enchainent et s’interpénétrent, au cours d’expé- 
rience, les phase de disparition des nitrates, d’apparition et de 
disparition des nitrites et de ’ammoniaque. Au point de vue 
quantitatif, ces phases se déroulent dans des limites bien définies 
de concentration en terre, done de concentration en germes déni- 
trificateurs. Ces limites circonscrivent graphiquement de véri- 
tables « zones de réaction » nettement différentes selon les terres. 

Le pouvoir dénitrifiant d’une terre jusqu’ici considéré en quelque 
sorte comme pathologique, sous laspect négatif d’une perte 
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d’azote moléculaire, nous parait aussi comporter un aspect positif. 
Il rentre, en effet, dans l’activité totale de la microflore d’un sol, 
“puisqu’ ill traduit le pouvoir de transformation de cette flore vis- 
a-vis des nitrates, dont on sait l’importance dans la constitution 
des tissus végétaux d’une part, et dans celle du sol méme, d’autre 
part. 

Une technique simplifiée pourrait étre appliquée a |’évaluation 
de la puissance dénitrifiante, en réalisant une gamme de dilutions 
et en recherchant sur celle-ci, aprés quatre jours d’incubation a 
’étuve a 28°, le dernier tube ot l’on est en présence de nitrates. 
C’est le test le plus pratique et le plus fidéle, comme nous pouvons 
en conclure, d’aprés les expériences réalisées jusqu’ici. Mais ces 
derniéres ne nous permettent pas de nous prononcer sur toutes les 
déductions a tirer de cette puissance dénitrifiante ainsi évaluée. 
En quelle mesure la vitesse de disparition des nitrates traduit-elle 
leur assimilation ou, au contraire, leur perte pour le sol et par 
conséquent pour les végétaux qui y sont cultivés ? Y a-t-il « cou- 
plage » entre ces deux chainons du cycle de l’azote : nitrification 
et dénitrification ? ; 

En attendant de pouvoir répondre a ces questions, il n’en reste 
pas moins établi un comportement différentiel des terres vis-a-vis 
de la dénitrification, envisagée suivant la méthode exposée, donc 
un nouveau caractére distinctif & introduire dans _ |’analyse 
pédologique. 
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SURRENALES ET INFECTION (1) 


par L. CHEDID, F. BOYER et M. SAVIARD. 


(Collége de France, Laboratoire d’Endocrinologie. 
Institut Pasteur, 
Service de Chimie Thérapeutique B.) 


On connait le succes thérapeutique de la cortisone (2) vis-a-vis 
du rhumatisme. En contre-partie de cette réussite, sont venues 
s'inscrire des complications infectieuses graves. '‘L’expérimentation 
a souligné l’aspect défavorable de ce traitement, d’une maniére 
qui nous parait exagérée. Nous avons eu, en effet, l’occasion de 
signaler |’action curative de la cortisone vis-a-vis d’une infection 
expérimentale [4]. Néanmoins, nous avons constaté aussi que |’on 
peut assister & une inversion des effets en modifiant les condi- 
tions de l’expérience [2]. 

Dans le présent travail, nous apportons des faits nouveaux 
qui expliquent en partie le mécanisme de cette action paradoxale, 
ainsi que les divergences qui en découlent. 

Mais avant de les exposer, il nous faut passer en revue I’état 
actuel de cette question et rappeler sommairement quelques 
données concernant la surrénale et ses produits de sécrétion. Cette 
glande a sécrétion interne, logée au-dessus de chaque rein, se 
compose de deux parties : au centre, la médullaire qui sécréte 
Vadrénaline et, tout autour, le cortex, disposé en trois couches de 
cellules différentes. 

Le cortex sécréte un trés grand nombre d’hormones, dont le 
pouvoir physiologique est parfois ignoré [8]. Des 29 stéroides 
qui ont été isolés de la cortico-surrénale, 5, dont la progestérone, 
étaient déja connus par leur activité hormonale différente. Des 
24 autres, 6 seulement possédent une activité « corticale ». On 
n’a aucune preuve que ceux-ci solent sécrétés par la glande, car 
on a isolé du sang veineux seulement la corticostérone et la 


(1) Nous remercions M. le professeur J. Tréfouél, dont l’aide nous 
a permis de réaliser ce travail. 

Ceux qui ont assisté aux lecons faites par M. le professeur R. Cour- 
rier au Collége de France, sur les « Rapports entre hormones et infec- 
tion », reconnaitront tout ce que ce mémoire lui doit. 

(2) Nous avons utilisé, dans nos expériences, la « cortone » (Merck), 
gracieusement fournie par l'Institut national d’Hygiéne. 
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17-oxycorlicostérone. Les produits de séerétion de la coruuco- 
surrénale peuvent néanmoins se grouper dans les trois ordres 
suivants : 

1° Des hormones sexuelles ; 

2° Des minéralo-corticoides, chargés de la régulation des ¢lec- 
trolytes et dont l’acétate de désoxycorticostérone (DOCA), hor- 
mone de synthése, est tres représentatif ; ' 

3° Des gluco-corticoides, parmi lesquels se trouve la cortisone 
ou composé E, dont nous parlerons en détail plus loin, ainsi que 
la déhydrocorticostérone ou composé A. 

Le role capital du cortex surrénalien est bien connu : son abla- 
tion entraine Ja mort. Son activité sécrétoire dépend de I’hypo- 
physe antérieure qui le stimule au moyen de l’hormone cortico- 
trope (ACTH). Cette régulation surrénale-hypophyse entraine ce 
que R. Courrier a appelé un équilibre glandulo-hormonal (atro- 
phies et hypertrophies compensatrices de Selye), notion sur 
laquelle i] est utile d’insister, car nous aurons a l’appliquer plus 
Join. 

L’ablation de toute glande endocrine provoque la disparition 
de son hormone du sang circulant, disparition a laquelle lhypo- 
physe répond par une décharge exagérée de stimulines corres- 
pondantes (3). Par contre, tout apport exogéne d’hormone admi- 
nistré pendant un certain temps met l’hypophyse au repos et 
entraine 4 la longue, par ce mécanisme, |’atrophie de la glande 
homologue. 


* 
xk 


Quel est le rdle de la surrénale dans |’infection ? 

L’absence de cette glande affecte facheusement l’organisme, 
car toute agression retentit sur elle. 

Selye a démontré [4] que tout « stress » (agression non spéci- 
fique de l’organisme : froid, toxine, traumatisme) provoquait, par 
lintermédiaire d’une décharge pituitaire, une hypertrophie et un 
fonctionnement intensifié des surrénales, mettant en jeu, par ce 
moyen, une série de mécanismes défensifs. C’est ce « syndrome 
d’alarme et d’adaptation » qui permet 4 l’organisme de se défen- 
dre, bien que parfois cette réaction soit tellement exagérée qu’elle 
devienne 4 son tour responsable de certaines maladies. 

(Nous aurons Voccasion, plus loin, d’évoquer cette théorie a 
propos de la réponse surrénalienne que fait la Souris a une 
Salmonellose expérimentale.) 


(3) Evans et ses collaborateurs ont récemment mesuré, chez le Rat, 
cette augmentation d’ACTH dans le sang ainsi que le taux de sécrétion 
de I’hypophyse aprés ablation du cortex [5]. 
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Certains travaux de Tonutti présentent de grandes analogies 
avec ce syndrome et mettent en évidence le rdle que joue le couple 
hypophyse-surrénale dans l’inflammation. On sait que l’injection 
a un cobaye de toxine diphtérique détermine une hypertrophie 
hémorragique de ses surrénales, ainsi qu’un cedéme au_ point 
dinoculation. D’autre part, un animal ébouillanté présente les 
mémes modifications au niveau du cortex, plus une série de 
lésions au niveau de la peau vingt-quatre heures plus tard (chute 
des poils, cedéme, ulcération). 

En hypophysectomisant des animaux avant de les ébouillanter 
ou de leur injecter la toxine, Tonutti constate que les lésions 
surrénaliennes et cutanées n’apparaissent plus. Aussi est-il permis 
de penser, avec l’auteur, que ces « stress » ont retenti sur l’hypo- 
physe qui réagit en stimulant le cortex, lequel est responsable 
des lésions qui sont en réalité des processus de défense inflam- 
matoire [6, 7]. Tonutti a démontré depuis que les lésions du cortex 
ne sont pas la conséquence d'une hypersécrétion pituitaire 
Néanmoins, pour qu’elles se produisent, la présence d’ ACTH est 
indispensable [8]. 

Grdce a la surrénalectomie, le réle prépondérant que joue cette 
glande dans la résistance est établi trés nettement. 

L’histoire de chaque découverte endrocrinologique commence 
invariablement par l’étape suivante : l’ablation de la glande et les 
conséquences qui en découlent. Bien que la surrénalectomie 
entraine toujours la mort, cette opération est réalisable chez les 
petits rongeurs. Ceux-ci possédent des surrénales accessoires, et 
il suffit de leur fournir de l’eau salée a 9 p. 1 000 et de les main- 
tenir 4 Vabri du froid, pour les conserver vivants longtemps. 

De nombreux auteurs, utilisant cette technique tres facile chez 
Je Rat et la Souris, ont constaté que la résistance de ces animaux 
aux toxiques les plus divers était considérablement abaisséc. 

Le rat opéré devient dix fois plus sensible 4 l’histamine. Chez 
cet animal, Lewis a démontré que la résistance était diminuée 
vis-a-vis de nombreuses substances : venin de serpent, vératrine, 
papavérine, digitoxine, adrénaline, et que dans le cas de la mor- 
phine, elle était méme abaissée de quatre cents fois. Les animaux 
surrénalectomisés sont également beaucoup plus sensibles a 
Vinfection [9]. 

Ceci a été mis expérimentalement en évidence dans la Trypano- 
somiase [40], la Bartonellose [44], la Poliomyélite [42] et la Tuber- 
culose [43]. 

Le Rat blanc est trés peu sensible 4 la tuberculose humaine 
ou bovine, il ne peut étre infecté qu’avec du bacille aviaire. 
Cependant, aprés surrénalectomie, Steinbach a pu reproduire des 
Iésions des viscéres de l’abdomen en injectant du B. K. bovin. 
D’aprés le méme auteur et dans les mémes conditions, une 
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souche aviaire se montre deux fois plus virulente pour les rats 
surrénalectomisés que pour les témoins. 

C'est parce que l'animal privé de ses surrénales résiste mouns 
bien a Vintoxication provoquée par le germe que la mortalilé est 
plus élevée. Perla et Marmorston l’ont démontré avec Trypano- 
soma lewisi chez le Rat. [Le Rat normal infecté avec le parasite 
ne meurt que rarement; le germe se multiplie d’heure en heure 
dans son sang, puis disparait aprés avoir atteint un nombre tres 
élevé. Par contre, s’ils sont surrénalectomisés, 70 p. 100 des 
animaux meurent, sans toutefois que la multiplication des trypa- 
nosomes dans le sang soit modifiée. Les auteurs attribuent la 
mort a l’effet toxique de ce flagellé [9]. 

Nous sommes arrivés aux mémes conclusions en infectant des 
rats avec Salmonella enteritidis (variété Danysz). Dans cette 
expérience, nous avons administré, par voie buccale, une dose 
qui détermine chez cet animal une maladie intestinale mais qui 
ne le tue qu’exceptionnellement. 

Il en est tout autrement chez le surrénalectomisé, comme le 
montre le tableau suivant : 


MORTALITE 

en 15 jours 
p- 100 
lrénroinsrnornrauxiniect6Sin., dae. cae ne 
\!. Surrénalectomisés infectés. i ois) «a re erst orate UO one) oer ee men 
Il]. Surrénalectomisés témoins non infectés. ......... 5 


Cependant, les rats opérés qui succombent ne présentent 
qu’exceptionnellement des hémocultures positives. Si l’on sacri- 
fie, aux mémes moments, des témoins infectés non surrénalecto- 
misés, le pourcentage de cas ott le germe est trouvé dans le sang 
du coeur est le méme pour les deux groupes (I et II). La mort 
n'est pas due, par conséquent, 4 un envahissement plus grand 
de l’organisme par le germe, mais au fait que l’animal surréna- 
lectomisé semble résister moins bien a sa toxine. (Nous verrons 
plus loin que Ja Souris surrénalectomisée suecombe au 1/100 de 
la dose d’endotoxine mortelle pour les souris normales.) 


La dépression de la résistance n’atteindrait pas l’immunité 
acquise. — Ainsi des animaux vaccinés par des infections précé- 
dentes (Trypanosoma lewisi ou Bartonella muris) et qui sont 
ultéricurement surrénalectomisés résistent aussi bien que les 
témoins a une nouvelle infection [9]. 

Cette dissociation entre immunité naturelle et immunité acquise 
a été mise en évidence par Jungeblut et Steinbach en inoculant 
au Singe le virus de Ja poliomyélite. En dehors de toute infection 
antérieure, le sérum de cet animal, lorsqu’il atteint l’age adulte, 
devient capable d’inactiver in vitro le virus de la pohomyélite. 
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Ces substances poliocides du sérum — qui n’existent pas chez le 
jeune singe — disparaissent aprés surrénalectomie. 

Au contraire, l’ablation du cortex n’affecte pas les anticorps 
qui se sont formés a la suite d’une attaque antérieure de polio- 
myélite : le sérum d’un animal guéri et surrénalectomisé neutra- 
lise toujours le virus in vitro. 

De sorte que cette méme opération fait disparaitre les « sub- 
stances pohocides » du sang du singe adulte, mais demeure sans 
action sur Je taux de ses anticorps. 

Tout ceci fait penser « que la résistance acquise et la résis- 
tance naturelle dépendent de processus physiologiques différents 
et ne sont pas seulement des variations quantitatives du méme 
processus, comme cela est généralement supposé » (Perla et 
Marmorston). 

L’abaissement de la résistance qu’engendre Ja surrénalectomie 
peut étre compensé par Vinjection de différentes hormones ou 
extraits corticaux ainsi que par la egreffe de cet organe. De nom- 
breuses expériences, dont nous ne reléverons que quelques-unes, 
le démontrent. 

Différents auteurs ont montré que Ja cortine (extrait total du 
cortex) compense |’accroissement de la sensibilité du Rat surré- 
nalectomisé a l’action toxique du vaccin antityphoidique. 

Plus récemment, ‘Lewis et Page [44, 15] ont montré au moyen 
des composés A et E. D’autre part, Delaunay et Lebrun [46, 47], 
utilisant l’endotoxine de Salmonella typhi chez la Souris surré- 
nalectomisée, trouvent, avec ces mémes produits, les mémes 
résultats. 

De notre cdté, nous avons cherché a déterminer les consé- 
quences de Ja surrénalectomie chez la Souris vis-a-vis des toxines 
de Salmonelli typhi et de Salmonella enteritidis (variété Danysz). 

Cette opération rend l’animal environ cent fois plus sensible. 
Dans ces conditions, le 1/10 de la dose mortelle pour Jes témoins 
normaux tue la Souris trés rapidement (parfois en trois a six 
heures), Pour compenser cette déficience, il suffit d’injecter la 
cortisone une heure avant la toxine aux doses indiquées dans 
Vexpérience suivante (23 novembre 1951). 


Témoins souris normales....... . 5 survies sur 5 souris. 
Témoins surrénalectomisées . . . ral — = 
Surrénalectomisées traitées (cortisone 500 ug). 4 
Surrénalectomisées traitées (cortisone 100 pg). 3 — a 
Surrénalectomisées traitées (cortisone 10 pg). 4 


L’intervention de la surrénale pour protéger l’organisme semble 
bien établie par les faits suivants : 

1° Stimulation, par relais hypophysaire, du cortex pour s’oppo- 
ser A toute agression. 
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2° Dépression consécutive a la surrénalectomiec. 

3° Dépression compensée par les extraits corticaux. 

Dans ces conditions, il était permis d’espérer que des hormones 
corticales augmenteraient la résistance des sujets intacts, c'est- 
a-dire ayant des surrénales normales. Divers essais cliniques 
furent méme entrepris dans cette voie, notamment des associa- 
tions avec l’acide ascorbique au cours de la typhoide. 

On doit reconnaitre, cependant, qu’expérimentalement on n’a 
pu mettre aucune action en évidence dans ces conditions. Pas 
plus ladrénaline que la désoxycorticostérone ou les extraits totaux 
ne modifient la résistance des animaux normaux vis-a-vis de 
infection. 

Signalons cependant quelques exceplions. Zwemer et Junge- 
blut [48] notent que l’extrait cortical neutralise la toxine diphté- 
rique aussi bien in vitro que in vivo chez le cobaye. La DOCA 
est dépourvue de cette action. De méme, Clark et Barnes [419], 
étudiant la toxité de la colchicine, Ingle [20], le choc peptonique 
chez le Rat, arrivent aux mémes conclusions : la cortine protege 
mais pas la DOCA. Nous étudierons plus loin l’action. antitoxique 
de la cortisone signalée par Beck [24]. Néanmoins, ces rares 
exceptions ne modifient pas la conclusion qui découle de nom- 
breuses expériences négatives. 

Bien que solidement établi, le rdle de la surrénale semblait ne 
pouvoir étre démontré que négativement : peut-étre n’était-on pas 
en possession de hormone efficace ? 

Tel était aspect du probléme au moment de l’apparition de 
la cortisone qui est venue remanier la thérapeutique hormonale. 


' ete 

La 17-hydroxy-11-déhydrocorticostérone ou composé E de 
Kendal] fut isolée par ce dernier aux U.S. A., en méme temps 
que par Reichstein en Suisse. Mais ce fut le mérite du D™ Hench, 
de la Mayo Clinic, de l’essayer chez un malade atteint de rhuma- 
tisme avec le succés que I’on sait. Depuis 1946, elle est obtenue 
par. synthése partielle a partir de l’acide désoxycholique [22]. 
Récemment, sa préparation a été abrégée considérablement par 
un procédé d’extraction végétale [23]. 

Quelles sont les propriétés physiologiques de la cortisone, par 
quel mécanisme influence-t-elle les arthrites? Telles sont les 
questions que nous allons esquisser avant d’exposer les résultats 
récents concernant l’action de cette hormone et de VACTH 
employés au cours d’infections expérimentales. 

Des diverses actions physiologiques de cette hormone, dont on 


trouvera une revue détaillée dans l'article d’Ingle [24], retenons 
les principales : 
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l° Néoglycogénése. Augmentation des acides aminés dans te 
sang et transformation au niveau du foie, ce qui provoque une 
augmentation du glycogéne hépatique (cette action sert de test). 
Elle diminue Vutilisation des glucides par les tissus (action oppo- 
sée a celle de linsuline). 

2° Action sur la formule sanguine. Baisse des éosinophiles et 
des lymphocytes (allant de pair avec une involution du tissu 
-lymphoide) et modification du taux de globulines et des albu- 
mines. ‘La surrénale exerce un role prépondérant sur la consti- 
tution de Ja formule sanguine. Cependant, certaines substances 
pyrogénes et le vaccin anti-typhoidique provoquent les mémes 
modifications leucocytaires, méme en l’absence de cette glande, 
ce qui fait penser quil existe des mécanismes de sup- 
pléance [25, 26]. 

3° Action sur le tissu conjonctif : retard de Ja cicatrisation. 

En dehors de ces trois propriétés fondamentales, la cortisone 
a de nombreuses répercussions physiologiques et méme psycho- 
logiques [27], lesquelles se manifestent parfois facheusement au 
cours du traitement. Aussi s’est-on demandé si son action anti- 
rhumatismale était physiologique ou pharmacologique. Nombre 
d’auteurs pensent, en effet, que les doses utilisées. sont tellement 
élevées qu’elles n’ont rien a voir avec un processus hormonal 
habituel. 

Kendall a récemment traité ce probleme. Les raisons qu’1l 
avance pour démontrer que la cortisone est utilisée de maniére 
physiologique nous paraissent tres valables [28]. 

Toujours est-il que c’est sans doute par son action sur le 
issu conjonctif que cette hormone soulage les arthrites. Mais 
cette action anti-inflammatoire ne favoriserait-elle pas I infec- 
tion ? 

Dés le premier succés thérapeutique, la cortisone, ainsi que 
ACTH furent administrées dans les affections les plus diverses, 
amenant souvent une rémission instantanée de tous les signes 
généraux et une disparition rapide de certaines lésions, encou- 
rageant des essais de plus en plus nombreux. C’est alors que 
Von vit se produire certains accidents graves. 

Par exemple, au cours du traitement a ACTH d’un iritis, 
éclate une méningite tuberculeuse mortelle (Mach [29}) ; un rhu- 
matisant trailé fait une poussée de tuberculose pulmonaire fou- 
droyante (Fred et ses collaborateurs [80]). En régle générale, chez 
les tuberculeux traités par la streptomycine et la cortisone, les 
signes cliniques disparaissent [84], mais l’évolution radiologique 
est défavorable. 

D’autre part, on a vu apparaitre chez des malades traités pour 
asthme ou rhumatisme des poussées septicémiques a staphylo- 
coques (Dubois-Ferriére [82]) ou a streptocoques. Ces cas, rares 
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y 


il est vrai, incitérent les expérimentateurs a rechercher de plus 
amples renseignements physiologiques sur le composé E. 

C’est ainsi que |’étude de la cortisone passa de la clinique au 
domaine expérimental : ce qui est l’inverse du chemin habituel- 
lement parcouru. 

Au laboratoire, Mogabgab et Thomas reproduisent chez le 
Lapin traité a la cortisone une septicémie mortelle a strepto- 
coques hémolytiques avec lésions du rein et du myocarde apres 
injection intradermique. Le Lapin non traité ne fait pas d’infec- 
tion mortelle dans ces conditions [383]. 

Mémes résultats dans la tuberculose expérimentale [384]. Sous 
leffet de la cortisone, les animaux résistants deviennent sen- 
sibles, et les animaux sensibles sont plus gravement atteints. Les 
lésions sont largement disséminées et la vaccination ne se fait 
plus (Solotorovsky [85}). De nombreux auteurs confirment ceite 
maniére de voir [36]. Seul Lurie [87], travaillant dans des condi- 
tions particuliéres, il est vrai, trouve que la cortisone s’oppose 
i la dissémination pulmonaire chez le Lapin. 

A la suite de ces travaux sur la tuberculose expérimentale et 
Vinfection a streptocoques, action de la cortisone ou de VACTH 
a été essayée vis-a-vis de staphylocoques [38], pneumocoques de 
divers types [89, 40, 44], méningocoques [42], brucelloses [43], 
des toxines typhoidiques [44, 45, 17], diphtérique [45, 46], téta- 
nique {47}, ainsi que de celle de Shiga {46]. De plus, furent 
étudiées des infections a rickettsies [48] et a divers virus : vac- 
cine [89], grippe [89, 48, 54], oreillons {49], poliomyélite [50], 
coxsackie [54], virus de la pneumonie de la Souris [52] et divers 
virus neurotropes [58]. 

Ont été aussi étudiées les modifications de structure du syphi- 
lome expérimental chez le Lapin [54], Vinfection a Plasmodium 
berghei chez la Souris [55], la trypanosomiase chez le Singe [56] 
et l’effet sur le Tricophyton mentagraphytes {58} (4). 

Ces trés nombreux travaux n’arrivent pas ‘toujours a la méme 
conclusion suivant les auteurs et suivant les animaux _ utilisés. 
Néanmoins, dans aucun cas (a l’exception de Lurie) un effet favo- 
rable na été noté. Quand la cortisone n’aggrave pas V infection 
expérimentale, elle n’a aucune action. 


oe 
L’effet défavorable de la cortisone a été solidement établi. Par 
quel mécanisme se produit-il ? 


‘Les processus les plus divers ont été Invoqués, certains méme 
<a ? 3 . 
considérent Vhormone comme un facteur de croissance des 


(4) On trouvera une bibliographie abondante dans 1’excellente revue 
faite par Delaunay [57]. 
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virus [50]. D’aprés Michael et Whorton [58], c’est parce qu’elle 
est anti-inflammatoire — méme en action locale [59] — que la 
cortisone favorise linfection. Shapiro et ses collaborateurs ont 
démontré quelle paralyse la défense cellullaire, en inhibant la 
multiplication des macrophages et la phagocytose [60]. Pour 
certains, elle s’opposerait aussi a la formation d’anticorps [64]. 
(C'est ce qui expliquerait son succés dans les maladies de 
Vallergie), mais cet aspect de son étude est en plein remanie- 
ment [62, 63, 64, 65). 

Toujours est-il que le bénéfice ressenti par le malade (chute de 
température, état général amélioré) serait trompeur, puisque cette 
disparition des symptémes n’est que la conséquence d’une para- 
lysie des réactions de défense. 

Dans tout ce qui précéde, la cortisone nous a permis disoler 
la part de la réponse de l’organisme a Ja maladie. Dans la mesure 
ou elle s’oppose a cette réponse, elle soulage le malade de tous 
ses symptémes douloureux, mais elle peut aussi le mettre dans 
un état de moindre résistance. Telle serait la conclusion des 
résultats expérimentaux. Ils viendraient étayer les complications 
cliniques que nous avons exposées. Disons cependant que les 
complications graves sont rares, si l’on considére le grand 
nombre de malades traités par la cortisone | 66]. 

L’expérimentation est venue souligner d’une maniére excessive 
cet aspect défavorable, car il est difficile a priori de concilier les 
effets bienfaisants et nécessaires de la surrénale, avec l’action 
nocive de son hormone. S’il en était ainsi, répétons-le, les cata- 
strophes cliniques seraient plus nombreuses. 

De notre cété, nous avons obtenu, au cours d'une infection 
expérimentale par Salmonella typhi, des résultats opposés sul- 
vant les conditions d’administration de la cortisone. 


ie oe 

De nombreux traitements surrénaliens ont été essayés au cours 
de la typhoide (percorténe, extrait cortical total, voire méme 
adrénaline) avec des succés divers. Plus récemment, Wood- 
ward [67], Smadel et ses collaborateurs [68] ont préconisé l’asso- 
ciation de la cortisone avec le chloramphénicol. 

Ces derniers auteurs n’ont pas réussi a mettre en évidence, 
chez la Souris, une action de cette hormone contre l’endotoxine 
de Salmonella typhi; pour eux, le bienfait clinique ne peut étre 
attribué a une action sur l’agent microbien [44]. 

Nous avons vu, au début, que la cortisone augmente la résis- 
tance de l’animal surrénalectomisé a la toxine de Salmonella typhi. 

Nous avons montré, par ailleurs [4], qu’il est possible de pro- 
téger la Souris normale contre des doses mortelles de Salmonella 
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typhi en lui injectant 2 mg de cortisone une heure avant infec- 
tion. Pour mettre cette protection en évidence, nous avons pro- 
cédé de la fagon suivante : 


1° Conpitions DE L’ INFECTION. — Pour obtenir la mort en vingt- 
quatre heures de 100 p. 100 des souris, il est nécessaire de leur 
injecter de trés fortes doses de ce germe : soit 1 cm®* par vole 
sous-culanée ou 0,25 em* par voie intrapéritonéale, d’une culture 
a la seizieme heure en bouillon ordinaire. On peut cependant 
augmenter considérablement la virulence de ce germe en l’injec- 
tant dans le péritoine mélangé a de la mucine. 

Quand la Souris recoit un trés grand nombre de germes, un 
traitement -& la cortisone exerce un effet favorable, que l’infection 
soit faite par voie sous-cutanée ou intrapéritonéale. 

Au contraire, vis-a-vis d’un petit nombre de germes injectés 
avec de la mucine, cette hormone n’a pas d’action, ainsi que le 
démontre |’expérience suivante : 

Tous les animaux traités ont recu 2 mg de cortisone, par voie 
sous-culanée, une heure avant Vinfection 


Témoins infectés avec 0,25 cm? i-p.. 4 survie sur 10 souris. 
Traites. Se ee an eee tena 7 — — 
Témoins infecfés avec 1 cm? s-c.. x eo — — 
TESH6S*z rice see or eee? tad oe 6S _— — 
Témoins infectés (10 — * dans la mucine i-p.). 0 — — 
Traités. : 0 _ — 


La mucine est-elle antagoniste de la cortisone ou bien exalte- 
t-elle seulement la virulence du germe en paralysant la défense 
cellulaire et humorale comme le prétend Olitzky [69, 70] ? 

Nos expériences nous ont montré que cette substance n’aug- 
mente pas la toxicité de l’antigéne O et que la cortisone protege 
d’une méme facon les animaux qui recoivent antig¢ne + mucine 
>t ceux qui ne recoivent que l’antigéne seul. 

Antigene de « Salmonella enteritidis » (0,8 mg i.-p.) : 


Memos. -))-5 0° een) <a aie eM ORSUReS ESTE? Onlels nO 
MET BINCE Sc i ce ols a oeen euns oeee eee _ — 
Témoins + mucine (0,2 mgi-p.)... 4 _ 40 — 
PPT OILCOS ute a. can eee eee en LES) _ — 


La mucine n’exerce done pas d’antagonisme direct avec la cor- 
lisone puisqu’elle ne s’oppose pas 4 son action sur l’antigéne O. 

Avant d’exposer les conditions qui président au traitement 
hormonal, nous voudrions insister sur le fait suivant : l’action 
anti-infectieuse de la cortisone semble surtout antitoxique. 

a) Elle protége l’animal non surrénalectomisé vis-a-vis des 
endotoxines de Salmonella typhi et de Salmonella enteritidis 
(variété Danysz). Les expériences suivantes le démontrent. 
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Toutes les souris traitées ont regu 2 mg de corlisone par vote: 
sous-cutanée, une heure avant lantigéne. 
Antigéne de « Salmonella typhi » (1 mg i.-p.) : 


Témoing..:. - ies... -..+. 2 survies bur 40 le 3¢ jour. 
RACES intetargs cnet es ae owes ee 20 _ — 


b) La cortisone mise a saturation in vilro n’exerce pas 
daction antibactérienne vis-a-vis du germe (Salmonella typhi, 
souche Ty II). 

c) Si cette hormone exercait un effet direct sur le germe, elle 
devrait mieux agir, malgré la présence de mucine, quand 1 ino- 
culat est plus faible. 

d) La comparaison de son activité avec celle du chloramphé- 
nicol parait suggestive. L’hormone est moins active que l’anti- 
biotique sur le germe, mais plus active sur la toxine. 

Pour toutes ces raisons, nous pensons que c’est surtout par 
son action antitoxique que la cortisone protege la Souris infectée 
par Salmonella typhi. 


2° DANS QUELLES CONDITIONS ET A QUELLES DOSES LA CORTISONE 
AGIT-ELLE LE MIEUX ? — Nous avons dit plus haut que Jackson 
et Smadel [44] n’ont observé aucune action de la cortisone vis- 
a-vis de l’endotoxine de Salmonella typhi. Ces auteurs ont admi- 
nistré 0,1 4 1,25 mg en deux jours et demi 4 la Souris. De notre 
cété, en utilisant leur plus forte dose, nous n’avons pas constaté 
de différence entre les animaux traités et les témoins. Pour 
obtenir une protection, il est nécessaire d’uliliser des doses plus 
élevées. 1 mg une heure avant l’infection suffit parfois, mais 
2 mg nous semblent la dose la plus favorable. On n’a pas avantage 
a la répéter ni a |’augmenter. 

La cortisone étant rapidement éliminée, la voile sous-cutanée 
nous semble la meilleure ; cependant, on peut aussi avoir recours 
a la voie intrapéritonéale. 

Par contre, nous n’avons pu mettre en évidence aucune pro- 
tection contre la toxine diphtérique [45]. 

L’action favorable de la cortisone est-elle liée a la nature méme 
des Salmonella et de leur endotoxine, ou bien résulte-t-elle des 
différences des méthodes expérimentales ? 

Nous avons récemment signalé [2] comment il est possible, au 
moyen de la cortisone, de diminuer la résistance de ]a Souris aux 
Salmonella et a leur endotoxine. I] nous parait nécessaire de 
rappeler briévement ces expériences avant d’aborder certains 
faits nouveaux qui nous permettent d’entrevoir Je mécanisme de 
cette action paradoxale. 

‘Lorsque l’on injecte a des souris, par voie intrapéritonéale, 
1 cm* de culture diluée au 1/10 dans du liquide de Tyrode, les 
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animaux témoins sont peu touchés. Par contre, nous avons 
constaté que dans ces conditions, certains des animaux traites 
avec de la cortisone (5 mg en deux fois a huit heures dinter- 
valle) meurent a partir du troisiéme jour et l’examen de l’exsudat 
péritonéal montre qu’ils ont succombé a Vinfection. Ceci nous 


Blanc : Zemorns infecte’s Ly 2 (10-t1p.) 
Noir: Lnfectes Ca ) + Corhisone (85mg. X8fors) 
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a suggéré le schéma suivant : 4 l'état de résistance qui augmente 
dans les premieres heures et que l’on percoit nettement dans les 
expériences ott 100 p. 100 des témoins meurent, ferait suite une 
phase de dépression chez certains des animaux traités. Cet abais- 
sement de la résistance de l’organisme permettrait aux germes de 
se multiplier {fig. 1] (*). 


(*) Nous remercions M'"@ L. Guyon, qui a exécuté les figures présentées 
dans ce mémoire. 
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Pour vérifier cette alternance, tout en évitant les fluctuations 
expérimentales habituelles quand on utilise le germe vivant, 
nous avons injecté la toxine. 

On sait que 2 mg de cortisone protégent contre une dose mor- 
telle de toxine injectée une heure plus tard. En serait-il autrement 
si ce traitement précédait de quelques jours l’infection ? 

Pour cela, nous avons trailé des souris avec 5 mg de cortisone 
fractionnés en 4 doses et en laissant s’écouler trois jours entre 
la derniére injection d’hormone et l’administration de 1/10 de la 
dose mortelle de toxine. 

Nous avons ajouté un lot de témoins surrénalectomisés : 


Témoin I. 0,5 mg d’antigene O. . . 1 survie sur 10 aprés 48 h. 
Traités cortisone (2mg ih. avant). 5 _ -- 
Témoin IJ. 0,05 mg d’antigéne O. . 44 survies sur 20 aprés 48 h. 
Traités cortisone (5 mg en 4 fois, 
SPJOUTSRAVADL) cy as no eee ee _ — 
Témoins surrénalectomisés 0,05 mg 
dianticene Ona. 3 tscaes os. 2 0 — _ 


(ces 10 souris sont mortes 
aprés 3 a 6 h.). 


Quand on considére ce tableau, on remarque que : 

1° La cortisone exerce une action favorable dans les premiéres 
heures, suivie d’une action nocive dans les jours qui suivent 
(voir fig. 3, 1). 

2° En comparant les témoins qui n’ont plus leur cortex avec 
les animaux traités trois jours avant l’intoxication, on est tenté 
de conclure 4 une surrénalectomie fonctionnelle partielle. 

I] semble que par un mécanisme rappelant celui de l’atrophie 
compensatrice, l’apport exogéne de cortisone provoque un hyper- 
corticisme fugace suivi d’hypocorticisme. 

Pour nous assurer si tel était le mécanisme de l’action dépres- 
sive de la cortisone, nous avons exploré l'état fonctionnel du 
cortex au moyen de l’épreuve de diurése provoquée [74, 72]. 

Cette épreuve consiste 4 donner par voile intragastrique, a des 
animaux préalablement privés de nourriture depuis plusieurs 
heures, un volume d’eau égal 4 5 p. 100 de leur poids. Dans ces 
conditions, l’animal normal élimine la presque totalité de cette 
eau en moins de deux heures, tandis que chez le surrénalectomisé 
la diurése est considérablement ralentie (on sait que la surré- 
nale s’oppose a hormone antidiurétique). 

De plus, la cortisone exerce une forte action diurétique chez 
Vanimal normal, action qui ne se manifeste pas chez le surréna- 
lectomisé [73]. 

Cette épreuve utilisée en clinique est un moyen facile d’éva- 
luer, par lTimportance de la diurése, I|’état fonctionnel des 
surrénales. 
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Dans nos expériences, nous avons choisi des lots de 10 souris 
pesant environ 20 g et privées de nourriture depuis au moins six 
heures, On introduit au moyen d’une sonde 1 cm* d’eau dans 
leur estomac, puis on les met ensemble dans un bocal de verre 
sur un matelas de papier filtre sec, préalablement taré. Toutes 
les trente minutes, on déplace les animaux dans un autre bocal 
contenant du papier neuf de poids connu. Le volume d’urine 
éliminé est déduit de l’augmentation du poids du papier. 

Par suite de l’évaporation, il y a des variations de poids de 
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10 4 20 p. 100 que nous avons mesurées. Ces variations n’affectent 
cependant pas, d’une facon significative, l’allure de nos courbes. 

Aprés avoir étalonné par cette méthode, A deux reprises, 3 lots 
de 10 souris, nous les laissons au repos pendant trois jours avant 
de commencer l’expérience : 

Celle-ci consiste a injecter : 

1° Au premier lot : 1 cm* de culture de Salmunella typhi diluée 
au 1/10 dans du liquide de Tyrode par voie intrapéritonéale. 

2° Au deuxiéme lot : 5 mg de cortisone en deux injections par 
vole sous-cutanée, a seize heures d’intervalle. 
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3° Au troisiéme lot : Méme traitement que le deuxiéme lot et 
une heure aprés la deuxiéme injection de cortisone, on infecte 
les souris dans les mémes conditions que celles du premier lot. 

La premiere épreuve est faite quatre heures apres l’infection, 
la deuxiéme le lendemain et la troisi¢me le troisiéme jour (fig. 2). 

La premiére épreuve met en évidence leffet diurétique de la 
cortisone seule. Il est a remarquer que l’angulation de la pre- 
miére demi-heure (temps de latence avant que la diurése ne 
s’établisse) a disparu: la courbe ressemble a celle qu’on obtient 
dans les cas de diabéte insipide. 

L’infection seule ne conduit pas a de grosses modifications, 
mais cortisone + infection donnent lieu a une diurése considé- 
rable : les animaux éliminent un volume d’eau supérieur a celui 
qui leur a été administré. 

Deuxiéme épreuve: Les 3 courbes se rapprochent de la 
normale. 

Troisieme épreuve : Retour a la normale de 2 des courbes. 
Au contraire, la diurése du troisiéme lot (cortisone + infection) 
est trés ralentie. Tout se passe comme si l’on était en présence 
d’une surrénalectomie fonctionnelle partielle. D’ailleurs, a parur 
du quatriéme jour, certaines souris de ce lot succombent. 

Cette expérience vient appuyer la théorie de Selye : stress 
+ cortisone conduit 4 un hypercorticisme suivi d’hypocorticisme. 

Cependant, au moyen de ce test, on ne met en évidence aucun 
hypocorticisme da a laction de la cortisone seule. 

I] se peut qu’une diminution de la fonction antitoxique de la 
surrénale ne retentisse pas sur son role régulateur de l'eau, 
mais i] se peut aussi que le « fléchissement » secondaire de la 
résistance, constaté lors des infections, soit indépendant de 
Pactivité sécrétoire de cette glande. 

Si augmentation de la sensibilité produite par la cortisone 
était provoquée par un blocage de l’hypophyse qui conduit a de 
Vhypocorticisme, l’administration simultanée d’hormone cortico- 
trope (ACTH) devrait s’y opposer. Or il n’en est rien. 10 mg 
d’ ACTH (injectés en cing fois) ne diminuent pas l’effet nocif de 
5 meg de cortisone injectés quarante-huit heures avant 1/10 de 
dose mortelle d’antigéne (fig. 3, 2). 

De plus, 2,5 mg de cortisone protégent l’animal surrénalec- 
tomisé contre une dose mortelle de toxine injectée une heure plus 
iard (fig. 3, 4). Cependant, cette méme dose d’hormone n’exerce 
plus aucune action si l’animal a été traité pendant les jours pré- 
cédents par 1 mg deux fois par jour (fig. 3, 3). 

L’examen de ce tableau démontre : 

1° La cortisone ne neutralise pas la toxine par une action 
directe. S’il en était ainsi, 2 mg de cortisone injectés une heure 
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avant l’antigéne protégeraient également les souris ayant recu 
Vhormone trois jours au préalable (fig. 3, 3). 

2° La dépression secondaire de la résistance n’est pas due 
5; ae 
a de l’hypocorticisme, puisque ni ACTH ni une nouvelle dose de 
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cortisone n’arrivent a s’y opposer, tandis que chez Vanimal 
surrénalectomisé, la cortisone exerce toute son action. 

Nous tenterons, au moment de la discussion, d’interpréter ces 
faits, mais nous voudrions d’abord compléter cette étude de la 
Surrénale en exposant certains résultats obtenus avec Vacétate 
de désoxycorticostérone (DOCA) et la progestérone. 
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AcTIon pE tA DOCA 


VIS-A-VIS DE L’ENDOTOXINE DE Salmonella enteritidis. 


1° Tant chez Vanimal surrénalectomisé que chez |’animal 
normal, nous n’avons pu mettre en évidence aucune action pro- 
tectrice de la DOCA, méme en utilisant de trés fortes doses 
(1 a 3 mg). 

2° Au contraire, elle diminue la résistance de |’animal normal 
qui, aprés un traitement de trois jours (1 mg deux fois par jour), 
succombe quand on lui injecte une dose d’antigéne non mortelle 
pour les témoins. 


ACTION DE LA PROGESTERONE 
VIS-A-VIS DE L ENDOTOXINE DE Salmonella enteritidis. 


Par analogie avec la DOCA nous avons essayé la progestérone. 

On connait la ressemblance structurale et méme physiologique 
de ces deux produits [74]. Les effets de la surrénalectomie dispa- 
raissent pendant la gestation chez la Chienne. D’autre part, la 
DOCA peut suppléer a4 absence de corps jaune durant la gros- 
sesse, comme l’a montré R. Courrier [75]. Enfin, on a isolé la 
progestérone de la surrénale. 

Des essais préliminaires nous ont montré que lhormone lutéi- 
nique rend l’animal plus sensible a l’antigéne O, comme le 
démontre l’expérience suivante (19 février 1952). 

Dix souris témoins recoivent une dose non mortelle (0,025 mg) 
dantigéne O par vote intrapéritonéale. Elles sont toutes vivantes 
dix jours plus tard. 

Dix souris regowent la méme dose de toxine, une heure aprés 
Vinjection sous-culanée de 5 mg de progestérone : 6 de ces ani- 
maux succombent en vingt-quatre heures et 3 seulement sur- 
vivent au dixiéme jour. 

Cette expérience répétée sur deux lots de souris de sexe diffé- 
rent nous a donné le méme résultat. 

Par conséquent, 5 mg de progestérone en une seule injection 
diminuent la résistance de la Souris 4 l’endotoxine de Salmonella 
enteritidis. 

DIscUSSION ET CONCLUSION. 


Dans la résistance de l’organisme aux divers agents toxiques, 
la surrénale joue un réle trés important. De sa présence dépend 
la survie de l’animal et l’injection de certaines hormones corti- 
cales influencent, de fiaacon décisive, ]’évolution d’une infection. 
Cette action, bien que constante, méne parfois a des effets contra- 
dictoires et l’administration d’une méme hormone peut conduire 

des résultats opposés. Aussi, avant d’interpréter nos propres 
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expériences, y a-t-il lieu de souligner certains fails importants qui 
ont été solidement établis. Ceux-ci sont les suivants : 

1° La surrénalectomie abaisse la résistance. — L’animal, privé 
de son cortex surrénalien, est toujours plus sensible, bien qu’a 
des degrés divers, a l’action toxique de différents agents patho- 
genes. A l’exception de Smith et de ses collaborateurs — qui ont 
trouvé que la surrénalectomie exerce un effet favorable sur l’évo- 
lution du virus de la pneumonie de la Souris [52] — les auteurs 
sont unanimes a ce sujet. , 

2° T’absence de la surrénale est compensée par diverses 
hormones corticales. — Aussi bien l’extrait total [44] que les 
composés A [45, 46] ou E [45, 17] exercent une action favorable 
chez l’animal surrénalectomisé, 

3° Chez l'animal non surrénalectomisé, ces différentes hormones 
ne renforcent pas la résistance. Elles peuvent méme étre nocives. 
— Des effets défavorables au cours d’infections expérimentales 
nombreuses ont été établis avec la DOCA [54], Vextrait total [44], 
le composé A [46], la progestérone [54], ainsi qu’avec la corti- 
sone et ACTH (sur lesquels nous avons longuement insisté). 

Il apparait done que l’on ne puisse déceler J’action antitoxique 
ou anti-infectieuse d’une hormone chez animal surrénalectomisé. 
Ce dernier, en effet, est dans un tel état de déficience qu'il est 
possible de lui rendre sa résistance habituelle, sans toutefois 
exercer d’action antitoxique spécifique. 
_4° Nous avons mis en évidence laclion antitoxique de la 
corlisone chez l'animal normal. — Nous avons signalé, au cours 
de notre exposé, certains travaux qui mettent en évidence 
Vaction antitoxique de divers produits surrénaliens chez |’animal 
normal [418, 19, 20]. Plus récemment, Beck [24] est parvenu 
a protéger au moyen de la cortisone des souris contre des doses 
mortelles de produils anticancéreux. 

La dose et le moment d’injection de la cortisone, ainsi que la 
sévérité de infection, sont des facteurs trés importants. 

L’action de la cortisone est différente de celle des antibiotiques. 
Elle ne fait que renforcer le « terrain », aussi est-elle inopérante 
si l’on infecte l’animal avec un grand nombre de doses mortelles. 

Si, pour mettre en évidence |’action de la cortisone, il ne faut 
pas injecter plus d’une ou deux doses mortelles, il faut cepen- 
dant avoir recours a des expériences ott 100 p. 100 des témoins 
meurent. Or, la majorité des auteurs ayant traité ce sujet 
décrivent des infections expérimentales dans lesquelles les 
temoins ne sont que peu ou pas touchés, Ce fait a sans doute son 
importance. 

Il est possible, en changeant les conditions d’administration 
du composé E, de rendre Jes animaux traités moins résistants. 

Shwartzman attribue l’effet nocif de la cortisone A ce qu'elle 
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empéche (par relais hypophysaire) la surrénale de sécréler une 
substance anti-infectieuse [50]. Cette hypothése a été rejetée par 
certains auteurs [44, 53] qui remarquent avec raison que ACTH 
provoque les mémes effets défavorables. Nos résultats s’opposent 
aussi 4 cette théorie pulsque nous trouvons que la cortisone 
posséde une action antitoxique chez l’animal normal. Propriété 
qui s’observe méme en l’absence de surrénale. 

L’hypocorticisme n’est pas responsable de cette dépression 
puisque ni ACTH, ni une nouvelle dose de cortisone, ne s’opposent 
a cet abaissement de la résistance qui survient secondaire- 
ment (Cf: fig. 3, 2 et 3). 

Comment interpréter cette action du composé E tour Aa tour 
anti- ou pro-infectieux ? 

Il nous semble que la cortisone ne neutralise pas directement 
la toxine, mais par l’intermédiaire d’un récepteur qu’elle serait 
capable de stimuler. 

Le schéma de ce mécanisme pourrait étre le suivant : 

L’introduction d’une toxine dans l’organisme stimulerait la 
surrénale par l’intermédiaire de Vhypophyse et cette hypercor- 
tinémie agirait 4 son tour sur une « réserve antitoxique ». Aussi 
les vanimaux surrénalectomisés étant incapables d’exciter ce 
récepteur meurent-ils avec une « réserve » intacte. 

Au contraire, les animaux préalablement traités par la corti- 
sone ont épuisé ce lissu qui n’a pas eu le temps de se renou- 
veler. Ces animaux succombent, méme si on leur fournit une 
nouvelle dose d’hormone, leur « réserve » ayant été enticrement 
utilisée. La similitude de leur comportement avec celui des surré- 
nalectomisés ne serait done qu’apparente. 

Ce schéma, malgré ses lacunes et ses imperfections, rend 
compte des contradictions que nous avons soulignées plus haut. 
Toutefois, les résultats exposés permettent de tirer les conclu- 
sions suivautes : 

1° I.a cortisone posséde une action antitoxique marquée. 

2° Cette hormone ne neutralise pas directement le poison 
microbien, mais agit vraisemblablement sur un récepteur péri- 


N 


phérique qui est capable de s’opposer a l’action de la toxine. 
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L’'UTILISATION DU CARDIOLIPIDE ET DE LA LECITHINE 
DANS LA PREPARATION DE L’ANTIGENE 
POUR LA REACTION 


DE CLARIFICATION DE MEINICKE (M.K.R. 11.) 


par M. FAURE et R. PAUTRIZEL. (’.) 


(Institut Pasteur, Paris, 
et Centre de Prophylaxie antivénérienne, Bordeauz.) 
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L’utilisation du cardiolipide de Pangborn [4] associé a la léci- 
thine a permis de remplacer les extraits de muscle cardiaque 
dans la préparation de divers antigénes destinés au sérodiagnostic 
de la syphilis par les réactions de fixation du complément [2, 3] 
ou de floculation [4, 5, 6, 7] (1). Les antigénes a base de phos- 
phatides purifiés présentent sur les préparations empiriques plu- 
sieurs avantages : sensibililé plus élevée, spécificité plus grande, 
identité des divers lots fabriqués et excellente conservation. 

Dans ce travail, nous exposons comment on peut remplacer les 
extraits alcooliques de muscle cardiaque par du cardiolipide et 
de la lécithine en les associant & du baume de Tolu pour pré- 
parer un antigéne pour la réaction de clarification de Mei- 
nicke (M. K. R. II). 

Pour étre utilisable, cet antigéne doit posséder deux qualités 
donner, avec une solution aqueuse de chlorure de sodium 
a 3,5 p. 100, une suspension homogéne méme aprés un chauffage 
de deux minutes a 56°; fournir une suspension qui, mélangée 
avec un sérum humain, reste stable si ce sérum ne renferme pas 
de réagine syphilitique et, au contraire, flocule si le sérum 
contient celte réagine. Nous avons étudié successivement les 
deux parties physico-chimique et sérologique de cette question. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 avril 1952. 
(1) Cette bibliographie n’a nullement la prétention d’étre complete ; 


elle ne mentionne que quelques exemples de l'utilisation du cardio- 
lipide. 
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I. — ETuDE DE LA MISE EN SUSPENSION DU BAUME DE ToLu 
EN PRESENCE DE LECITHINE ET DE CARDIOLIPIDE. 


Nous avons utilisé une solution de baume de Tolu Aa 
12,5 p. 1000 dans de laleool a 95°. Ce baume est mis en 
suspension dans une solution aqueuse de ClNa a4 3,5 p. 100 selon 
la méthode habituelle : 1 volume de la solution alcoolique de 
baume et 10 volumes de la solution aqueuse de ClNa sont chauffés 
a 56° dans deux récipients séparés; la solution aqueuse est versée 
dans la solution alcoolique ; le mélange est homogénéisé par 
deux autres transvasements, puis il est maintenu a 56° pendant 
deux minutes. 

Le baume de Tolu utilisé seul ne permet pas d’obtenir par 
celte technique une suspension stable. Au contact de la solution 
saline, les éléments de la résine floculent, puis vont adhérer aux 
parois du récipient abandonnant une solution aqueuse presque 
limpide. Nous avons étudié successivement l’action émulsionnante 
de la lécithine d’ceuf, du cardiolipide et des mélanges de cardio- 
lipide-lécihine (2) sur le baume de Tolu en introduisant des quan- 
tités variables de ces phosphatides dans la solution alcoolique de 
baume de Tolu 4 12,5 p. 1 000. 

Etudiant action de concentrations croissantes de lécithine de 
0,05 & 2 p. 1000, nous avons observé que cette substance 
posséde une grande activité émulsionnante vis-d-vis du baume 
de Tolu. Lorsque la quantité de lécithine augmente, la suspen- 
sion devient de plus en plus stable, sa turbidité croit, atteint un 
maximum pour une concentration de 0,4-0,5 p. 1000, puis 
diminue en donnant des solutions colloidales de plus en plus 
transparentes. 

Les mémes essais effectués avec le cardiolipide montrent que 
cette substance ne posséde aucun pouvoir émulsionnant vis-a-vis 
du baume de Tolu. A l’inverse de la lécithine, plus on ajoute de 
cardiolipide au baume, plus on accélére sa floculation dans la 
solution saline. 

Pour obtenir des suspensions de baume stables contenant du 
cardiolipide et de la lécithine, il est nécessaire d’introduire un 
excés de lécithine afin de compenser l’action floculante du cardio- 
lipide. Il faut utiliser une quantité de lécithine telle qu’a elle 
seule, elle donne avec le baume une suspension présentant un 
léger aspect colloidal. Si on introduit une quantité de lécithine 
donnant avec le baume une suspension stable, mais trés opaque, 
Vaddition de cardiolipide entraine la floculation de la suspension. 


(2) Ces substances ont été préparées selon les techniques décrites 
dans [8] et [9]. 
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Il. — Erupr DES PROPRIETES SEROLOGIOUES 
DES SUSPENSIONS DE BAUME-LEXCITHINE-CARDIOLIPIDE. 


Les réactions sérologiques ont été faites selon la technique 
habituelle : 0,2 cm* de sérum est additionné de 0,5 em? de la 
suspension aussifol aprés sa préparation. Dans cette partie du 
travail, la lecture des résultats a été effectuée par | observation 
du contenu des tubes de réaction aprés un séjour de seize 
a dix-huit heures 4 la température du laboratoire (20° environ). 

Les suspensions stables de baume ne contenant que de la léci- 
thine floculent tant en présence des sérums des sujets syphili- 
liques que des sujets non syphilitiques. Elles ne permettent pas 
de faire de distinction entre ces deux catégories de sérums. 

Il n’est pas possible d’étudier lactivité sérologique du cardio- 
lipide en V’absence de Jécithine puisque ce composé ne permet 
pas d’obtenir des suspensions stables de baume. 

Nous avons alors étudié Dactivité sérologique de suspensions 
contenant une quantité constante de lécithine et des quantités 
variables de cardiolipide 


Baume... . 12,5 42,5 12,5 42,5 42,5 12,5 
Lécithine .. 0.5 0,5 0,8 0,5 0,8 0,8 $ p. 4000 
Cardiolipide. 0,05 0,10 0,45 0,20 0,25 0,30 


Si la quantité de cardiolipide est faible (0,05 p. 1 000), les 
sérums normaux et syphilitiques floculent. Lorsque la concentra- 
tion du cardiolipide est plus grande (0,10), la suspension ne 
flocule plus avec les sérums normaux et flocule avec les sérums 
des sujets syphilitiques, Si l'on augmente encore la quantilé de 
eardiolipide (0,15), la réaction devient plus sensible tout en 
demeurant spécifique. En présence de 0,20, puis 0,25 p. 1 000 
de cardiolipide, la sensibilité de la réaction diminue et, par 
ailleurs, il se forme de petits dépdts dans les sérums normaux. 
Enfin les suspensions contenant 0,30 et plus de cardiolipide sont 
instables. 

L’étude dune série de mélanges contenant une quantité cons- 
tante de cardiolipide et des quantités variables de Iécithine nous a 
donné des résultats analogues. 


Baume... . 12,5 42,5 12,5 42,5 42,5 42,8 
Lécithine .. 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 §$ p.1000 
Cardiolipide. 0,18 0,15 0,15 0,45 0,43 0,18 


Si la quantité de lécithine est faible (0,3 p. 1 000), la suspension 
est instable. Lorsque la concentration de la lécithine est plus 
grande (0,4), on observe une floculation intense de la suspension 
en présence des sérums des sujets syphilitiques et un petit dépot 
seulement au fond des tubes contenant les sérums normaux. Si 
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l'on augmente encore la quantité de lécithine (0,5 — 0,6), 
réaction devient moins sensible mais trés spécifique. Enfin, les 
suspensions contenant 0,7 et 0,8 p. 1000 de lécithine dénnent de 
petits dépdts en présence des sérums normaux. 

On voit done que pour préparer un antigéne utilisable dans la 
réaction de Meinicke, il est nécessaire d’ajouter au baume de Tolu, 
de la lécithine et du cardiolipide ; la lécithine joue le rdle d’émul- 
sionnant vis-a-vis du baume et le cardiolipide confére 4 la suspen- 
sion sa spécificité sérologique. 

L’addition de cardiolipide au mélange baume-lécithine est double- 
ment nécessaire : d’une part, cette substance empéche la floculation 
de la suspension au contact des sérums normaux, et, d’autre part, 
elle provoque cette floculation en présence des sérums des sujets 
syphilitiques. 

En faisant varier les proportions relatives de lécithine et de car- 
diolipide, on peut modifier la sensibilité des antigénes préparés. 
Des fails analogues ont été observés lors de l'étude des antigénes 
a base de cardiolipide-lécithine destinés a d’autres réactions séro- 
logiques de la syphilis, mais, dans le cas présent, les variations de 
la sensibilité en fonction de la composition du mélange sont parti- 
culiérement marquées et la spécificité de Vantigéne n’est obtenue 
qu’entre des limites trés étroites de’ cette composition. 

Les études que nous venons de décrire ont été effectuées avec 
une méme solution de baume A. Nous avons fait des essais ana- 
logues avec 5 autres lots de baume de Tolu et nous avons obtenu, 
avec 4 d’entre eux, des résultats comparables. 

Cependant, ces divers baumes n’étant pas identiques, nous avons 
observé que pour préparer des angénes possédant les mémes pro- 
priétés sérologiques de sensibilité et de spécificité, il est nécessaire 
d’établir pour chacun d’eux une formule particuliére 


LOT DE BAUME 


[<a eer g c —e c 
A B C D E 
IRA CR een CHO oO 2 OME Oo Ome 
Lécithine.2s . =. «| 0;45> 0,6 0,5 0,3 . 0,6 p. i 000 
Cardiolipide. . Os OR5 a 0,1 menOy Tom 0.45 


Avec l’un des échantillons de baume, nous ne sommes pas par- 
venus a préparer un antigéne utilisable. 

Avee ces antigénes préparés avec du cardiolipide et de la léci- 
thine, on peut également effectuer la réaction de Meinicke selon ses 
autres modalilés : examen au microscope de la floculation produite 
dans I goutte des mélanges sérum-suspension déposée sur une 
lame de verre et maintenue pendant une heure dans une chambre 
humide ; observation a l'aide d’une loupe ou d’un miroir grossissant 
de V’aspect floculé ou non du contenu des tubes aprés une heure 
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et demie a la température du laboratoire ; utilisation comparative 
des suspensions dites neutre et alcaline. La suspension dite neutre 
obtenue dans la solution de chlorure de sodium a 3,5 p. 100 posséde 
un pH a 3,5; la suspension dite alcaline préparée avee la meme 
solution de chlorure de sodium additionnée de 1 p. 10 000 de car- 
bonate de sodium présente un pH a 5. 


Ill. — Erupe COMPARATIVE DE LA VALEUR SEROLOGIQUE DE L’ANTIGENE 
POUR LA REACTION DE MEINICKE ET D'AUTRES ANTIGENES 
A BASE DE CARDIOLIPIDE-LECITHINE. 


Afin de connaitre la valeur sérologique de notre anligéne pour 
la réaction de Meinicke préparé selon la formule : Baume A 12,5, 
Lécithine 0,45, Cardiolipide 0,15 p. 1 000, nous avons examiné 
une série de 919 sérums comparativement a l’aide des réactions de 
Kline, du V. D. R. L. et de Kolmer. Nous avons fait, en outre, un 
titrage de la réagine contenue dans ces sérums a l'aide de la 
technique de Kline. : 

Les antigénes utilisés pour effectuer cette comparaison répon- 
daient aux formules suivantes 


KLINE V.D.R.L.  KOLMER 


Cardiolipide rues ten meee 0,5 0,2 
écathines et. So. oe ee 2.5 4 p- 1 000 
Cholestérel..e i, See 9 4 


700 sérums ont donné des résultats négatifs avec toutes les 
réactions et 116 sérums des résultats positifs avec les 4 mémes 
réactions. 

103 sérums ont donné des résultats dissociés. 84 d’entre eux 
avaient un titre en réagine égal ou inférieur a 1 et, de ce fait, se 
trouvaient dans le voisinage de la sensibilité limite des divers 
antigéenes. 15 autres sérums avaient un titre en réagine de 1/2 : 
5 sérums seulement ont donné une réaction de Meinicke négative, 
alors que les 3 autres réactions étaient positives, et 4 sérums 
ont donné des réactions de Meinicke positives et du V. D. R. L. 
négatives. 2 sérums possédant des titres élevés en réagine (1/32 
et 1/128) ont donné des résultats négatifs avec la réaction de Mei- 
nicke et positifs avec les 3 autres réactions. 

Ces résultats montrent done que notre préparation d’antigéene 
pour la réaction de Meinicke posséde une bonne spécificité séro- 
logique, mais qu’il est, dans l’ensemble, un peu moins sensible 
que les autres antigenes a base de cardiolipide-lécithine avec 
lesquels nous l’avons comparé ; par ailleurs, il parait plus sensible 
au phénoméne de zone en présence des sérums riches en réagine 
que ces autres antigénes. i 
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Discussion. 


L’emploi de cardiolipide et de lécithine dans la préparation de 
Yantigéne pour la réaction de Meinicke permet de régler commo- 
dément la sensibilité des solutions antigéniques. Comme les divers 
lots de fabrication de ces phosphatides purifiés possédent des 
propriétés sérologiques identiques, on peut préparer, a partir 
d'un méme baume de Tolu, des lots d’antigénes possédant eux- 
mémes des propriétés sérologiques identiques si on mélange les 
trois constituants dans les mémes proportions. Cependant, du fait 
de V’introduction, dans cette solution, d’un produit biologique 
brut mal défini et variable d’un lot A un autre, il n’est pas pos- 
sible d’envisager une véritable normalisation de cet antigéne en 
précisant sa composition pondérale. Cette normalisation, au 
contraire, est possible dans le cas des antigénes a base de cardio- 
lipide-lécithine-cholestérol. Par ailleurs, la présente étude de 
V'antigéne pour la réaction de Meinicke nous a montré combien 
ses propriétés sérologiques sont sensibles a de faibles variations 
de sa composition et, en particulier, combien sont étroites les 
limites de composition entre lesquelles cet antigéne est spécifique. 

Ces faits nous conduisent a préférer 4 l’emploi, de l’antigéene 
pour la réaction de Meinicke, l'utilisation d’antigénes mieux définis 
et plus stables constitués par du cardiolipide, de la lécithine et du 
cholestérol comme, par exemple, l’antigéne pour la réaction de 
Kline qui, par ailleurs, présente l’avantage d’étre peu sensible au 
phénoméne de zone sous l’action de grandes quantités de réagine. 

La réaction de Meinicke doit une grande partie de sa vogue au 
fait que, élant exécutée dans un milieu riche en chlorure de 
sodium, elle se pratique avec des sérums sanguins non chauffés au 
préalable a 56° ; mais cet avantage, dd a l’emploi d’une solution 
hypertonique, n’est pas un privilége de cette réaction. Des essais 
en cours semblent montrer que l’on peut également appliquer avec 
succés ce méme procédé a la réaction de Kline. 


Ex risumé, on peut remplacer dans la préparation de l|’antigéene 
pour la réaction de Meinicke, l’extrait alcoolique de coeur par du 
cardiolipide et de la lécithine. L’utilisation de ces phosphatides 
purifiés permet de régler aisément la sensibilité de ces antigénes. 
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CARACTERES BIOCHIMIQUES DES SOUCHES 
DE PESTE « SAUVAGE « DU KURDISTAN 


par M. BALTAZARD et P. ASLANI (*). 


(Institut. Pasteur de UVIran. Téhéran.) 


Nous avons récemment rapporté les résultats de l’enquéte pour- 
suivie pendant quatre années dans le foyer de peste du Kurdistan 
par l’équipe de recherche de |’Institut Pasteur de l’lran [4]. 

Au cours de cette enquéte nous avons isolé 73 souches de peste, 
solt : 

4 souches isolées de Vhomme, 

3 souches isolées de puces de rongeurs. 

61 souches isolées de mérions (Meriones persicus persicus, 
M. libycus erythroura, M. shawi tristramt), 

3 souches isolées de gerboises (Allactaga williamsi), 

1 souche isolée d’une belette (Mustela altaica), 

1 souche isolée d’un rat-taupe (Ellobius lutescens). 

L’origine exacte de ces souches a été donnée dans notre pré- 
cédent travail ; leur point précis d’isolement peut étre trouvé sur 
la carte 3, annexée a ce travail [4]. 

Nous avons suivi, pour lidentification biochimique de ces 
souches, les conseils de R. Pollitzer, de la Section de Coordi- 
nation des Recherches de !OMS, qui a bien voulu nous remettre 
une copie de sa note de documentation au Comité d’Experts de 
la Peste de ?OMS [2]. 


== Tecunrours: 


La recherche des caractéres biochimiques : fermentation de la 
elycérine, fermentation du rhamnose, production d’acide nitreux, 
réduction des nitrates en nitrites, a été faite pour les 73 souches 
apres des temps variés d’isolement et de conservation au labo- 
ratoire (quatre ans a huit jours). Toutes les souches anciennes, 
sorties de glaciére, ont été, avant examen, passées sur le cobaye 
pour controle et examen de la virulence. 


(*) Société francaise de Microbiologie, séance du 8 mai 1952. 
(1) Nous avons utilisé, pour notre part, la peptone Chapoteaut. 
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La recherche de la fermentation de la glycérine et du rhamnose 
a été faite selon la technique utilisée par Chen [8] sur les indi- 
cations de R. Pollitzer et de K. F. Meyer et recommandée par 
Pollitzer dans sa note {2} comme technique standard, Le milieu 
est eau peptonée (1 p. 100 de peptone (1) en eau distillée) a 
laquelle on ajoute glycérine ou rhamnose dans la proportion de 
1 p. 100. L’indicateur est la fuchsine acide : indicateur d Andrade 
(fuchsine acide : 0,20 g, eau distillée : 100 cm*), ajouté au milieu 
dans Ja proportion de 1 p. 100. Apres stérilisation (une heure, 
a 105° © seulement pour éviter la caramélisation) le pH de ces 
milieux est trés soigneusement ajusté a 7,40. 

Deux tubes au moins de chaque milieu sont ensemencés large- 
ment avec le produit de raclage (4 anses) d’une culture de 
quarante-huit heures sur gélose ordinaire de la souche 4 examiner 
et portés a l’étuve a 37° C (2). Les tubes sont agités pour aéra- 
tion tous les jours et suivis pendant vingt et un jours. ‘La pousse 
du bacille dans le milieu est estimée tous les jours par néphélo- 
métrie et notée en méme temps que le virage de la couleur du 
milieu. Des subcultures sont faites chaque semaine pour vérifier 
la vitajité des germes. 

Pour la recherche de la production d’acide nitreux, et de la 
réduction des nitrates en nitrites, les techniques sont moins bien 
fixées. Pollitzer [2] recommande, pour la seconde de ces recher- 
ches, la technique de Petragnani [4], ce qui est inexact, cet auteur 
ayant seulement décrit une technique de recherche de la produc- 
tion par le bacille pesteux d’acide nitreux en bouillon de foie 
ordinaire, non additionné de nitrates. Cette technique de Petra- 
gnani étant par ailleurs décrite d’une maniére peu précise nous 
avons, pour notre part, fixé les modes de recherche suivants, 
d’aprés les indications de R. Pollitzer. 

Le milieu utilisé est le bouillon de foie (foie de veau : 500 g, 
peptone Chapoteaut : 10 g, NaCl : 5 g), pH ajusté a 7,5, employé 
tel pour la recherche de la production d’acide nitreux. Pour la 
recherche de la réduction des nitrates en nitrites, le bouillon de 
foie est additionné de nitrate de potasse dans la proportion de 
1 p. 100. Deux tubes au moins de chaque milieu sont ensemencés 
largement comme il a été dit précédemment. Aprés quarante-huit 
heures, la réaction suivante est pratiquée, apres vérification de 
labondance de la pousse. : 

On ajoute a chaque tube 0,1 cm* d’une solution d’acide sulfa- 
nilique dans l’acide acétique (0,2 ¢ pour 100 em? d’acide acétique 
a 30 p. 100 [5N]}. Poids spécifique 1041). Le mélange est soigneu- 


(2) Nous avons respecté cette température pour raisons de standar- 


disation, bien que la pousse du bacille pesteux soit moins rapide et 
abondante A 37° qu’A 32°C 
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sement agité puis on ajoute goutte a goutte une solution 
d’a-naphtylamine dans l’acide acétique (0,5 g¢ pour 100 cm? 
d’acide acétique comme ci-dessus). Si la réaction est positive, 
une coloration allant du rose frane au rouge clair doit apparaitre 
dans le tube, aprés adjonction de V gouttes au maximum. 

Au cours de nos recherches nous avons utilisé constamment, 
dans chaque expérience, les souches suivantes : comme test de 
fermentation du rhamnose, une souche de Past. Pseudotubercu- 
losis ; comme test de fermentation de la glycérine, une souche 
de staphylocoque doré et la souche de peste Tjiwidedj (Java) ; 
comme test de non-fermentation de la glycérine et du rhamnose, 
la souche de peste avirulente E. V. de Girard et Robic et une 
Brucella abortus ; comme test de production d’acide nitreux et 
de réduction des nitrates en nitrites, la souche de peste E. V. et 
la souche Tjiwidedj ; comme test de non-production d’acide nitreux 
et de non-réduction des nitrates en nitrites, une souche de Brucella 
abortus. 

{I. — Reésurtars. 


Les 73 souches étudiées ont montré des caractéres identiques : 
fermentation de la glycérine, pas de fermentation du rhamnose, 
pas de production d’acide nitreux, pas de réduction des nitrates 
en nitrites. 

Nous donnons au tableau les résultats de l’étude de la fermen- 
lation de ]’eau peptonée glycérinée par ces souches, selon les indi- 
cations de R. Pollitzer et bien qu’il nous semble que la question 
de la durée de l’apparition et du développement de la réaction 
n’ait qu’une valeur trés relative, restant avant tout facteur de la 
richesse de l’ensemencement et surtout de la rapidité et de l’inten- 
sité de la pousse du microbe. 

Cette durée se montre fréquemment différente d’un tube a 
Viautre dans une méme expérience, ou dans deux expériences 
différentes et les chiffres que nous donnons sont les moyennes 
de plusieurs tubes et de plusieurs essais pour chaque souche. 


III. — Discussion. 


Ces 73 souches isolées dans le foyer du Kurdistan montrent 
done une remarquable fixité de caractére. Toutes fermentent la 
glycérine, ne fermentent pas le rhamnose, ne produisent pas 
d’acide nitreux et ne réduisent pas les nitrates en nitrites. 

Or, jusqu’a présent, un tel ensemble de caractéres n’a été 
reconnu qu’en un seul point du monde. C’est a |’Institut d’Etat 
de Microbiologie et d’Epidémiologie du Sud-Est de VURSS, 
’ Saratov, que S. Konovalova [5], étudiant les 146 souches de la 
collection de cet Institut, observait que 118 d’entre elles se mon- 
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TABLEAU. 
FERMENTATION 
de la glycérine 
SOUCHE ORIGINE LOCALITE 
=> || ar arse ararsr|) arcrse a 
PKR 4. Mérion. Aghnolagh Morched.| 4 | 2 | 3 2 43 
RARE. Mérion. Aghbolagh Morched.} 5 | 3 | 4 3 9 
PKR 3. Mérion. Aghbolagh Morched.| 4 | 5 | 8 2 7 
PKR 4, Mérion. Aghbolagh Morched | 2 | 4 | 3 4 8 
PKR 5. Mérion. Aghbolagh Morched.| 3 | 3 | 4 2 9 
PKR 6. Mérion. Aghbolagh Morched.| 4 | 3 | 2 3 9 
PKR ic Mérion. Aghbolagh Morched | 4 | 6 | 3 3 5 
PKR 8. Mérion. Aghbolagh Morched.} 4 | 2 | 4 2 9 
RRC OeE. Mérion. Aghbolagh Morched.| 5 | 2 | 4 3 10 
RRRe Ses Mérion. Djameh Chouran. 3) leon 3 5 
PKR 14. Belette. Sameleh. Le ih), 2) 3 i 
VAR GIG) 5 Mérion. Sameleh. MoM a 4 5 
PKR 16. Mérion. Sameleh. Del om ieee 5 7 
PRR Sic. Gerboise. Mahmoud Gazak. 4 | 3 | 4 5 i 
PKR 18. Merion. Sameleh. BS vas ali? 7 6 
PKR 49 . Mérion. Gala Kan. a | ee 4 7 
PKR 20. Gerboise. Haftachian. Bi Pe 2 12 
PRS 2iieee Mérion. Satar 3h beak. Ip 2 4 a 
PERG22,05 . Mérion. Tchayabad. LEMS Sa 2 id 
RKRe23:, Mérion. Tchameh. | By 5 q 
PKR 24. Mérion. Tchameh. ax |p sh eG 4 5 
PKR 25. Puces. Sanneh. 83 ie 3 5 
PKR 26. Mérion. Chater Abad. re Wey 2 6 
LO Pilea sc Mérion. Mirabad. Bie Ih oe 8 3 6 
PRR 285. Mérion. Natchid. Be | By |i &! 4 6 
PICKS 295s Mérion. Yekchabé. et Sh it 33 8 
PKR 30. Mérion. Yekchabé. Boa ied 5 7 
PRR S ties Mérion. Yekchabé. Sa Sas ul 8 
PKR Soe Mérion Kariz. By bens lt 6} 3 9 
PKR 33. Mérion. Gol. LO i} 3 ul 
PARTS Puces. Gol. Bb if 83. |) 4 » 
PKR 35 . Mérion. Kaltaké. Deere 1D 2 43 
PKR 36. Mérion. Natchid. a) es th Bs 3) 5 
PKR 37. Mérion. Mohammad Khaladj.} 1 | 4 | 4 3 42 
PKR 38 . Mérion. Mohammad Khaladj.| 3 | 1 | 3 7 7 
PKR 39. Mérion. Kenaderli. aE Noy 8} 4 40 
PKR 40. Ellobius. Hey. DB || Qe 6 8 
PKR 41. Mérion. Bizine. Fal eee Atay 3 8 
PKR 42. Mérion. Bizine. Saati eS 2 40 
PKR 43 Mérion. Djachniabad. Su come Wa 4 5 
PKR 44 Mérion. Assiab Djahanam. | 2 | 3 | 5 3 8 
PKR 45. Gerboise. Sou Darassi. Oe | 2a u i 
PKR 46. Mérion. Pochtang. nee eS 4 40 
PKR 47 Mérion. Yekka Darassi. a ei |e 2 43 
PKR 48 Mérion. Haftachian. Ie | ae 5 44 
PKR 49. Mérion. Aghbolagh Morched.) 2 | 2 | 5 4 8 
PKR 50. Mérion. Aghbolagh Morched.| 4 | 2 | 3 2 13 
PKRS51> Mérion. Agiibolagh Morched.| 3 | 3 | 4 3 6 
PKR 52. Mérion. Aghbolagh Morched.| & | 2 | 4 h 9 
BIR 53a. Mérion. Aghbolagh Morched.| 2 | 3 | 3 5 8 


YN. Bie Les signes = py FSP aastcain +++-+, indiquent les degrés de fermenta- 
lion et de virage de l’indicateur. les chiffres dans les colonnes donnent la durée en jours 
de chaque phase de la fermentation. 
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FERMENTATION 
de la glycérine 
SOUCHE ORIGINE LOCALITE 


+4+)44+4] +444 


— 
(Jt) 


PKR og Mérion. Aghbolagh Morched. 
RKR453.3)- Mérion. Aghbolagh Morched. 
PKR ac Mérion. Aghbolagh Morched. 
PKR hic Mérion. Aghbolagh Morched. 
PKR oe Mérion. Aghbolagh Morched 
PKR 4 Mérion. Aghbolagh Morched. 
PKR dees Mérion. Aghbolagh Morched. 
PKR 62. . Mérion. Aghbolagh Morched. 
PKR One Mérion. Aghbolagh Morched. 
PKR ah Mérion. Aghbolagh Morched. 
PKR a Mérion. Aghbolagh Morched. 
PKR ae Mérion. Aghbolagh Morched. 
PKK eas Mérion. Aghbolagh Morched. 
PKR a Mérion. Aghbolagh Morched. 
RERACOS.. % Merion. Aghbolagh Morched. 
PKR ae Mérion. Aghbolagh Morched. 
PKR Sag Mérion. Aghbolagh Morched. 
KR 2 ae Mérion. Aghbolagh Morched. 
PKR we Mérion. Aghbolagh Morched 
PKR we Mérion. Aghbolagh Morched. 


, Homme, 
PRE 1. peste pulmonaire. Sar Baghaleh. 
d 


Homme, ;Aghbolagh Morched. 


gous! | ese) JD se — 


eee 
— DPRK NOK CHEF DODUROPO 


CE DPNNEWWNMNNMEwro wh wo 
= 


CO PRPEHAH SH EWAAWHKUEBDHBwWDHe 
WCW WLOWWWWR DF Re wk nmowWnNOkwWweReE 


bo DO PPE DK NE NEE ODE rE EP we pwrm 
— 


ww 
bo 


PKA 2. peste pulmonaire. 


wow 
wo 
4 @D »w 


peste pulmonaire 


Homme, rs 
peste bubonique. Mazidabad. 


| 


(Se) 
—~— 


PKH 4. 


PKH 3. . ; to imaire, (Aghbolagh Morched. 
| 


traient incapables de produire de l’acide nitreux et de transformer 
les nitrates en nitrites. Ces 118 souches provenaient toutes de la 
zone placée sous le controle épidémiologique de 1’Institut de 
Saratov, c’est-a-dire la zone comprise entre la basse Volga et le 
fleuve Oural (Kazakistan de l)Ouest). Toutes avaient été isolées 
par les chercheurs de 1’ Institut de Saratov (certaines depuis 1907), 
de rongeurs ou de puces, de homme ou méme du chameau, dans 
celte zone ; la plupart étaient des souches de spermophiles. En 
opposition, les autres souches de la collection fermentant ou ne 
fermentant pas la glycérine (souches de Mongolie, de Trans- 
baikalie, de l’Inde, d’Italie et par exception deux souches du 
Kazakistan), montraient dans le méme temps et avec les mémes 
techniques, le pouvoir de produire de l’acide nitreux, ou de 
réduire les nitrates en nitrites. Konovalova qui, avec l’équipe de 
la Section de la Peste de I’Institut de Saratov, était surtout orienté 
vers la différenciation du bacille pesteux et de Past. Pseudotuber- 
culosis ne semble pas avoir tiré de conclusions particulicres 
de ce comportement spécial des souches du Sud-Est de PURSS. 
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C’est R. Devignat qui, dans son effort de reclassement des 
souches de bacilles pesteux d’aprés leurs caractéres biochimiques, 
a attiré l’atlention sur Je travail de Konovalova. Dans un article 
récent : « Variétés de Vespece Pasteurella pestis. Nouvelle hypo- 
these » [6], cet auteur, tenant compte de la rigueur des obser- 
vations de Konovalova, sépare les souches du Sud-Est de ?URSS 
sous le nom de Variété HI : Pasteurella (ou Yersinia) pestis var. 
medievalis. C’est en effet a cette variété que Vauteur attribue, 
d’apres les données historiques, les grandes invasions de la peste 
noire au Moyen Age. 

Sans que nous ayons 4 prendre parti pour ou contre lhypo- 
these, basée sur une solide étude historique, de Devignat, il faut 
reconnailre que les faits que nous apportons justifient au moins 
deux des vues de cet auteur. ‘La premiére est l’ancienneté de cette 
variété : nous avons dit dans notre précédent travail [4] combien 
les conditions anciennes semblaient étre restées intactes au Kur- 
distan, gardant a la peste sa figure originelle. La seconde est 
sa distribution géographique : Devignat écrit, a propos de sa 
variété IIL: « Peut-étre s’étendrait-elle au pourtour de ja mer 
Caspienne et méme a ]’Asie mineure » ; nous avons montré que 
ce foyer s’étendait de facon certaine a l’Irak et, selon toute 
vraisemblance, au Sud de la Turquie. 

Mais les deux faits d’importance sur lesquels nous voudrions 
attirer Vattention sont les suivants. Le premier est que le foyer 
du Kurdistan et celui du Sud-Est de !URSS, malgré la parenté 
biochimique de leurs souches, apparaissent géographiquement 
distincts. L’historique de la peste dans ces régions et nos propres 
recherches semblent pouvoir nous permettre d’affirmer que la 
peste enzootique n’existe pas en Azerbaidjan. Le deuxiéme est 
que dans ces deux foyers, voisins mais distincts, les conditions 
de conservation de la peste paraissent identiques. Nous avons, 
pour notre part, montré que le foyer du Kurdistan est un foyer 
de peste pure du mérion (Meriones persicus persicus, M. shawi 
fristrami, M. libycus erythroura). Discutant le travail de Tikho- 
mirova [7], nous avons par ailleurs montré combien les conclu- 
sions de cet auteur semblaient difficilement récusables : le foyer 
de peste du Sud-Est de ?URSS, d’ot ont été isolées les 
118 souches étudiées par Konovalova, semble bien, comme celui 
du Kurdistan, étre un foyer de peste du mérion (M. meridianus, 
M. tanaricinus) ou tout au moins un foyer ow Je mérion est le 
conservateur et l’origine permanente de la peste des rongeurs. 

Cette similitude des souches dans les deux seuls foyers de 
mérions actuellement connus dans le monde est-elle due simple- 
ment au volsinage géographique de ces foyers et a une origine 
peut-étre commune ou a quelque autre facteur, tel que la résis- 
lance particuliére de ce genre de rongeurs a la peste? Il nous 
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semble de grand intérét d’identifier les autres foyers de mérions 
qui peuvent exister dans le monde, et trés probablement, par 
exemple, en Afrique du Nord, et d’étudier les caractéres biochi- 
miques des souches isolées des foyers invétérés de l’intérieur, tels 
ceux de Cyrénaique, de Tunisie ou du Maroc par exemple. 


R&ésuME. 


73 souches de peste, humaines ou animales, isolées dans le 
foyer du Kurdistan montrent toutes les mémes caractéres biochi- 
miques : fermentation de la glycérine, pas de fermentation du 
rhamnose, pas de production d’acide nitreux, pas de réduction 
des nitrates en nitrites. 

Ces caractéres sont identiques & ceux des souches du foyer 
russe du Nord de la Caspienne, qui est également un foyer de 
peste « sauvage » du mérion. Ces deux foyers sont les seuls 
lovers de peste du mérion actuellement connus dans le monde, 
les seuls également ott les souches isolées présentent ces carac- 
téres biochimiques particuliers. 
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A PROPOS DE LA DETERMINATION QUANTITATIVE 
DE L’ANTISTREPTOKINASE 


par A. BERTOYE et P. DETOLLE (*). 


(Institut. bactériologique de Lyon.) 


Tillett et Garner en 1933, dans leur publication originelle sur 
la streptokinase (alors appelée fibrinolysine streptococcique), 
avaient déja donné une méthode permettant d’avoir une indication 
approximative sur la quantité d’antistreptokinase contenue dans 
le plasma. Méthode de réalisation aisée puisque ne nécessitant, 
comme tout matériel, gu’un filtrat de culture de streptocoque 
fibrinolytique et du plasma humain. Mais cette méthode donne 
souvent des résultats difficiles 4 interpréter car elle fait inter- 
venir dans des proportions indéterminées les différents facteurs 
de la fibrinolyse. 

Le mécanisme de Ja fibrinolyse est en effet complexe, et peut 
se résumer par le schéma suivant : 

Une substance contenue dans le sang, le plasminogéne, est 
transformée sous l’effet d’activateurs en plasmine. Celle-ci pos- 
sede des propriétés protéolytiques qui provoquent la lyse de la 
fibrine. 

La streptokinase est un des activateurs du plasminogéne, c est 
pourquoi, lorsqu’on Vajoulte au plasma humain, il entraine la 
lvse du caillot par l’intermédiaire de la plasmine. 

D’autre part, il existe dans Je sang des sujets normauy un sys- 
téme qui tend a s’opposer a cette action fibrinolytique. 

L’antistreptokinase, qui est objet de cette étude, existe a un 
faible taux chez les sujets normaux ; a des taux trés élevés chez 
des malades ayant certaines affections (maladie de Bouillaud). 

Un inhibiteur de la plasmine, encore appelé inhibiteur tryp- 
sique, existe également dans le sang des sujets normaux, mais 
ne présente pas de grosses variations. 

Les différentes méthodes proposées depuis Tillet (par Anderson, 
Christensen, Fergusson, Graffar, Kaplan) pour doser la quantité 
dantistreptokinase nécessitent l’apport a l’état pur de fibrino- 
géne, thrombine, plasminogéne, streptokinase. Ces méthodes 
sont évidemment trés intéressantes au point de vue. scientifique. 
car elles éliiminent les causes d’erreur. Malheureusement, cette 
précision entraine par elle-méme de grosses complications tech- 


(*) Société francaise de Microbiologie, séance du 8 mai 1952. 
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niques, par lutilisation de substances de conservation difficile et 
nécessitant toutes de fréquents dosages. ; 

C’est pour éviter ces complications que nous avons utilisé une 
technique se rapprochant de celle de Tillet, mais qui élimine 
néanmoins la principale des causes d’erreur : le manque de plas- 
minogéne entrainant de « fausses réactions positives », manque 
de plasminogéne qui existe normalement chez Je nourrisson au 
cours de tuberculose ou de cachexie, et surtout lorsque le sang 
nest pas utilisé immédiatement, dans les vingt-quatre premiéres 
heures au plus tard, 

Cette technique se fait en deux temps : 

Le premier temps utilise le plasma du sang a expertiser el 
apprécie l’activité du systéme fibrinolytique global. 

Le deuxiéme temps utilise le sérum et apprécie plus ¢lecti- 
vement la quantité d’antistreptokinase. 

Matériel : 1° Sang recueilli sur oxalate (10 cm* de sang +0,5 cm* 
de solution 4 10 p. 1 000). Centrifuger. Recueillir le plasma. 

2° Chlorure de calcium : solution a 2,5 p. 1 000. 

3° Eau physiologique a 8,5 p. 100. 

4° Streptokinase : purification d’une culture de seize heures 
de streptocoque fibrinolytique (sélectionné par nos soins) par Ji 
précipitation par ]’éthanol (Tillet), en utilisant, comme le montre 
Christensen, la concentration a 20 p. 100 a basse température. 
Obtention d’une poudre titrant 400 U au milligramme (compa- 
rativement a un échantillon de streptokinase Lederlé). 

Conservation en ampoules sous vide a la glaciére. Chaque 
ampoule contient 3 mg. 

La solution de streptokinase se prépare extemporanément en 
mettant le contenu d’une ampoule dans 10 cm’ d’eau_ physiolo- 
gique ; 0,03 a 0,04 cm* de cette solution entrainent la lyse d’un 
caillot formé par 0,2 cm* de plasma normal. 

5° Tubes a hémolyse parfaitement propres. Pipettes au 1/100. 

Premier temps. — On répartit une série de 8 tubes dans les- 
quels on met (pour chaque plasma) : 


8 


(témoin) 


Plasma oxalaté.... 

Sérum physiologique 

Solution de streptokinase. . . 
Ci,Ca a2.5p.1 000. . 


Les tubes sont agités, placés au bain-marie a 37°. On note les 
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lemps nécessaires a la coagulation, puis 4 la lyse totale, marquée 
par la liquéfaction complete des caillots. 
Pour un plasma normal on obtient les résultats suivants : 


Temps de lyse.|45 min.|4 min.|3 min./3 min.|3 min./3 min. 3 min. ar 
ou plus. 


mas Oe 
Si l'on augmente encore les doses de streptokinase, on n’arrive 
pas a diminuer ce temps de lyse minimum qu, pour un sang 


iv M —— / PLASMA Normal 

2) oo If u Pauvre en Plasminogene 
38 33 | ----/|  « — Jaux dAntistreptokinase 
$820 |  5fois taux normal 
<i . 
2ST | —.—WV 4 ~— +01 Sérum(Ve2) 
vy a . courbe normale 
Be oe aan (I (en ee i (Et Pe etn i ES ees SS 
Beet i 
wer 6 | 
= 7 
Sey 
Pe Y 

; / 
0 
NS SQANTLIGATKNS SRSRSSSLLSVSSQ 


Temps de lyse en minutes 


normal, varie entre trois minutes et sept minutes. Si on les 
diminue, par contre, on oblient des temps considérablement 
vuementeés, 

Si Jon construit la courbe des temps de lyse en fonction 
des quanlités de streptokinase on obltient la figure  ci-jointe 
(courbe n° 1). 

Le temps minimum (quatre minutes) nécessaire a la lyse corres- 
pond a Vactwwité maximum de la plasmine contenue dans le 
caillot. Des que l’on a une quantité de streptokinase  suffisante 
on ne peut accélérer la lyse par une dose supérieure (en admet- 
tant que lon ait un taux de plasminogéne normal) ; cette quan- 
tilé minimum de streptokinase nécessaire est avant tout fonction 
du taux d’antistreptokinase. 

Cette courbe nous fournit done une double indication : 
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1° Le taux de plasminogéne que l'on apprécie par l’activité 
fibrinolytique globale, c’est-a-dire par le temps de lyse minimum. 
Si celui-ci est supérieur a sept minutes, il y a insuffisance de 
plasminogéne (courbe n® 2) [au moment du dosage tout au moins : 
pas foreément au moment de la prise de sang, étant donné sa 
destruction rapide]. 

2° Le taux dantistreptokinase sera facilement apprécié (si le 
taux de plasminogéne est normal) par la quantité minimum de 
streptokinase nécessaire pour provoquer l’activation totale du 
plasminogéne et au leu des 0,04 cm* de streptokinase norma- 
lement suffisants, il en faudra 0,1 cm*, 0,2 cm? ou méme davan- 
tage lorsque le taux d’antistreptokinase sera augmenté. Le taux 
d’antistreptokinase sera apprécié soit par rapport au poids de 
streptokinase desséchée, soit plus facilement comparalivement au 
taux des plasmas normaux et si 0,2 cm* sont nécessaires, on a un 
taux d’antistreptokinase égal approximativement a cinq fois le 
taux normal. 

Ce premier temps nous a donc permis d’apprécier le pouvoir 
fibrinolytique global du plasma et, si l'on a construit la courbe, 
d’évaluer les quantités de plasminogene et d’antistreptokinase. 
{l semblerait done suffisant. Il Vest lorsque le caillot plasma- 
tique se lyse normalement (courbe 1): on peut alors atfirmer 
que plasminogéne et antistreptokinase sont a des taux normaun. 
Mais il est assez souvent en défaut ; notamment si le taux de plas- 
minogéne est abaissé, il est difficile d’évaluer le taux d’anti- 
streptokinase (courbe 2); il est encore plus en défaut lorsqu’il 
vy a perte totale du plasminogéne (ce qui se voit surtout si 
Vexamen n’est pas fait dans les vingt-quatre heures), et le caillot 
est alors impossible a lyser. C’est pourquoi, systématiquement, 
nous contrélons les plasmas n’ayant pas une activité fibrinoly- 
tique normale par le deuxieéme temps. 

Deuxtéme temps. — Il consiste a étudier l’action du sérum du 
sang 4 expertiser sur un caillot plasmatique témoin dont l’aelivité 
fibrinolytique a été vérifiée normale au cours du premier temps. 

On coagule le plasma : 1 cm* + 1 cm*® de solution de Cl,Ca 
—> sérum dilué au 1/2 aprés élimination de la fibrine. 

On fait une série de 8 tubes dans lesquels on met : 


Plasma /émoin....... . . .(0,2 |0,2 |0,2 (0,2 /0,2 |0,2 /0,2 | 0.2 
Eau physiologique : 8,5 p. 1 000./0,9 |0,9 |0,9 |0,8 |0,8 |0,7 |0,7 | 0,6 
Solution de streptokinase : . .10,04)0,06)0,08/ 0,1 | 0,15] 0,20)0,25) 0,30 
Sérum X dilué au 1/2 : Ont Osa One ietesteOl Ot 0A | 04 
Cl,Ca : 2,5 p. 4 000. 0,45] 0,4510,45)0,45)0,45)0,45)0,45) 0.45 
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On agite, on porte au bain-marie & 37°, on note le temps de 


coagulation, puis le temps de lyse. 
Si le sérum X est normal, on obtient les résultats suivants : 


Temps de lyse, en min. 5 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 (courbe 4). 


Le fait d’avoir ajouté 1 cm* de sérum dilué a: 

1° Diminué le temps minimum de lyse (par apport de plasmine) : 

2° Augmenté de 0,02 cm’ la quantité minima de streptokinase 
nécessaire (par apport d’antistreptokinase). 

Si le sérum X contient un taux d’antistreplokinase N fois supé- 
rieur au taux normal, il faudra augmenter (de 0,02 em* x N) la 
quantité minima de streptokinase. 

(Si le fait d’ajouter du sérum retarde ou inhibe complétement 
la lyse du caillot plasmatique témoin, c’est que l’on est en pré- 
sence d’un sérum contenant une antiplasmine). 

Les résultats obtenus par ce deuxiéme temps sont, en général, 
assez concordants avec ceux obtenus au premier. | 

Résumé. —— Méthode d’appréciation quantitative de l’anti- 
streptokinase du sang par la mesure de la quantité minimum de 
streptokinase nécessaire pour obtenir Vactivation totale du plas- 
minogene. 

Méthode simple en deux temps ne nécessilant comme matéric] 
que des plasmas a étudier en série, du Cl,Ca et de la strepto- 
kinase. Elle permet, cependant, d’éliminer la principale cause 
d’erreur : le manque de plasminogéne, responsable du plus grand 
nombre des « fausses réactions positives ». 

Cette technique, appliquée déja par nous a un assez grand 
nombre de cas, permet d’obtenir d’utiles renseignements servant 
au diagnostic de la maladie de Bouillaud, en particulier. Cette 
étude fera l’objet d’un exposé ultéricuy. 
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Seance du 5 Juin 1952. 


Présidence de M. GASTINEL. 


COMMUNICATIONS 


TEST DE NELSON ET TREPONEMES TUES 


par GASTINEL, P. COLLART et J.-L. BOREL (’). 


(Faculté de Médecine, Laboratoire de Bactériologie.) 


Nous avons montré avec Sausse dans une communication ante- 
rieure [4] qu’il était possible d’obtenir lapparition d’anticorps immo- 
bilisant le Tréponéme, en préparant des lapins par des injections endo- 
veineuses répétées de Tréponemes. 

Nos premieres recherches étaient faites au moment méme oti Ch. Mac 
Leod et Magnusson [2] publiaient de Jeur cété les résultats d’expériences 
analogues faites chez la souris. Ils avaien! eux aussi observé la 
positivité du test de Nelson chez des animaux inoculés avec des spiro- 
chétes tués par la chaleur ou par le mapharsen. 

Depuis lors nous avons continué nos recherches et confirmons aujour- 
d’hui nos premiéres constatations. 

Le matériel inoculé fut préparé de la maniére suivante : 

Tantot l’émulsion tréponémique de souche Nichols a été chauffée 
a 56° pendant une heure, trois fois de suite 4 yingt-quatre heures d’in- 
tervalle et ultérieurement formolée avec une solution & 1 p. 100; 
l’émulsion ainsi obtenue contenait environ 1 milliard et 
germes par centimétre cube. 

Tantot les spirochétes de la méme souche ont été détruits par contact 
durant quarante-huit heures avec une solution de formol A 1 p. 100. 
Ils étaient ensuite centrifugés pendant une heure 4 8000 tours deux 
fois de suite et chaque fois lavés au sérum physiologique 4 vingt-quatre 
heures d’intervalle. Le culot de centrifugation était ensuite repris dans 


demi de 


(*) Travail exécuté avec Vaide de ]’Institut national d’Hygiéne et Ja Caisse 
nationale de Sécurité sociale. 
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du sérum physiologique formolé A 1 p. 1000. L’ensemble titrait 
environ 60 x 10§ Tréponémes par centimétre cube. 

Les préparations ainsi obtenues étaient totalement avirulentes par 
inoculation intratesticulaire ou sous-scrotale. Ajoutons d’ailleurs que 
les injections intraveineuses aux animaux’ en expérience ne provo- 
quaient absolument aucune manifestation. 

Toutes les injections furent faites par voie veineuse 4 doses variant 
de 1/2 4 1 cm® deux fois par semaine a 9 reprises. 

Avant toute expérience les animaux n’avaient aucune immobilisine 
dans leur sérum. 

Les résultats obtenus peuvent se schématiser ainsi : Entre le vingt 
et uniéme et le trente-quatriéme jour aprés la derniére injection prépa- 
rante, nous avons constaté l’apparition d’immobilisines dans le sérum 
donnant des réactions allant de 60 A 100 p. 100. Mais ces anticorps 
recherchés en série n’ont apparu que de facon éphémére. Nous avons 
assisté 4 leur rapide fléchissement tombant en un A deux mois A des 
taux de 17 et 22 p. 100. 

Nous avons pu nous assurer que la positivité de la réaction ne 
s’accompagnait bien entendu d’aucune virulence des ganglions vérifiée 
par transfert. Nous savions aussi par des expériences antérieures que 
les lapins préparés avec des émulsions de Tréponémes tués n’acquiérent 
de ce fait aucune immunité et que, si on les inocule, ils sont réceptifs 
a apport de virus syphilitique. Nous le confirmons 4 nouveau. 

Ces nouvelles recherches que nous publions aujourd’hui corroborent 
celles faites tout récemment aussi par Magnusson et Mac Leod [3] en 
complément de leurs travaux antérieurs de 1951. Ces auteurs constatent 
comme nous chez le Japin l’apparition dimmobilisines a la_ suite 
d injections de Tréponémes tués faites par voie intrapéritonéale. Les 
animaux n’avaient acquis également aucune immunité. 

Nous rapportons nos observations expérimentales en raison du débat 
ouvert sur la signification qu’il convient d’accorder au test d’immobi- 
lisation. Nous savions déja, et M. Levaditi [4] l’a récemment rappelé 
que ce test peut étre en rapport avec une infection présente virulente 
et active, ou bien qu’il peut persister méme aprés celle-ci. En cela il 
est conforme A ce que nous connaissons d’autres réactions biologiques 
au cours des infections. 

Mais voici que l’anticorps immobilisant est susceptible d’apparaitre 
alors méme que l’infection n’a pas existé et que l’antigéne seul a été 
introduit avec le germe mort, sans entrainer 1’état réfractaire de 
Vanimal a une inoculation virulente. 

Ce phénoméne est analogue a l’apparition du pouvoir neutralisant 
du sérum d’un lapin préparé avec un virus jennérien tué, sans que soit 
modifiée la réceptivité de l’animal 4 linoculation ultérieure du virus 
vivant de la vaccine. 

En conséquence, il ne semble donc pas que le test de Nelson puisse 
étre considéré comme le témoignage de processus immunitaires. 
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LES IMMOBILISINES ANTI-RECURRENTIELLES 
(BORRELIA DUTTON!) 


par C. LEVADITI, A. VAISMAN et A. HAMELIN. 


Unstitul: Alfred-lournier. Service de M. Levaniry.) 


L’apparition d’anticorps spirillicides, spirillolytiques ct opsonisants 
dans le sérum d’animaux ou d’humains contaminés par des spirilles 
récurrentiels, lors du déclenchement de la crise, a été démontrée par 
Sawtchenko [4], par C. Levadili et Roché [2] et, plus récemment, grace 
aux recherches entreprises par Constantinesco [3] & Voccasion d’épi- 
démies de fiévre récurrente ayant sévi 4 Yassy (Roumanie) en 1946. 
Levaditi et Roché ont montré que les spirilles de la Tick-fever qui 
provoquent des rechutes chez le rat, deviennent anticorps-résistants, en 
ce sens qu’ils se révélent réfractaires in vitro aux effets immobilisants, 
lytiques, agglutinants et opsonisants des anticorps sériques. Dés 1907, 
ces auteurs ont précisé le mécanismme de cette résistance acquise et 
montré qu’il s’agissait, en Vespéce, d’une sélection que les anticorps 
effectuent parmi une population de spirilles comportant des individus 
réceptifs et d’autres, plus rares, qui ne le sont pas. Ces derniers se 
multiplient lors des récidives ; leur état réfractaire se transmet hérédi- 
tairement a leur descendance (mécanisme om la génétique moderne 
joue un role essentiel). Pour la premiére fois, la notion de la sélection 
fut invoquée pour expliquer le mécanisme de cette résistance 
acquise (1). 

Or, lorsque nous avons récemment confirmé [4] les résultats fournis 
par Vapplication de la méthode de Nelson et Mayer [5] (utilisée éga- 
lement par Magnusson et Thompson [6]) au _ séro-diagnostic de la 
syphilis (méthode basée sur l’immobilisation de Treponema pallidum 
en présence de sérums spécifiques), nous nous sommes demandé si des 
essais analogues, effectués avec des spirilles autres que ce tréponéme, 
tels Borrelia duttoni ou le Spirillum gallinarum, se préteraient A 
des investigations du méme genre. Nous avons résolu ce probléme et 


nous exposons dans la présente note les résultats acquis avec le 
Borrelia duttoni. 


(1) Nous venons de confirmer ces résultats concernant la réSistance aux 
immobilisines des spirochétes récurrentiels de récidive. Nous reviendrons 
prochainement sur ce sujet. 
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1. — JIMMOBILISINES ANTI-RECURRENTIELLES. 


Technique. —- Nous avons examiné le pouvoir immobilisant du sérum 
le souris, de rats, de cobayes et d’un sujet humain contaminés avec le 
Borrelia duttoni, sérum prélevé A divers moments de l’évolution de leur 
spirillose. L’examen a été fait en présence et en l’'absence de complément 
de cobaye. L’effet du pouvoir immobilisant de ces sérums a été testé soil 
sur des spirilles cultivés in vitro dans le milieu de Mesnil, soit sur des 
parasites présents en grand nombre dans le sang de souris infectées. La 
méthode utilisée fut celle de Nelson (milieu du méme auteur). L’intensité 
de Vimmobilisation a été évaluée en pourcentage des parasites ayant cessé 
de se mouvoir (observation aprés dix-huit heures de séjour A 37°). 


Les résultats sont consignés dans le tableau ci-contre. 

I. Souris. — 18 souris, préalablement contaminées, ont fourni les 
sérums a tester. Le sang a été prélevé a des intervalles divers entre le 
dix-septiéme et le cent soixante-dixiéme jour aprés l’infection. 5 souris 
normales ont fourni des sérums témoins. 

Il découle des données résumées dans ce tableau ce qui suit. : 

a) Les immobilisines, dont le taux oscille, chez les sujets témoins, 
entre 5 et 20 p. 100, augmentent en intensité dés le dix-septiéme jour 
(50 p. 100), pour atteindre 100 p. 100 et se maintenir a cette valeur 
jusqu’au cent cinquante-septiéme jour. Une atténuation nette apparait 
vers le cent soixante-dixiéme jour. Cela en présence de complément et 
a Végard de spirilles cultivés dans le milieu de Mesnil. En l’absence 
de complément, le taux des principes immobilisants est tant soit peu 
inférieur au précédent. 

b) Cing titrages ont été effectués en présence de spirilles contenus 
dans le sang de souris infectées. Le taux des immobilisines a atteint 
70 & 100 p. 100, en présence ou en l’absence de complément. 


Conctusion. — Au cours de l’évolution de la spirillose provoquée 
chez la souris par le « Borrelia duttoni », des immobilisines anti- 
spirillaires (peu importe s’il s’agit de parasites cultivés in vitro, ou 
de spirilles contenus dans le sang des souris) apparaissent dans le 
sérum. Leur taux augmente progressivement pendant cette évolution, 
pour diminuer sensiblement @ une période tardive de la maladie. 

Deux points méritent d’attirer l’attention. D’abord, le fait que l’acti- 
vité anti-spirillaire des anticorps ne se borne pas exclusivement a une 
immobilisation des germes, mais provoque également une lyse rapide 
d’un nombre variable de ces germes, ainsi qu’il est prouvé par un 
appauvrissement sensible du milieu en Borrelia. Ensuite, cet autre fait, 
non moins important, & savoir : que la présence d’immobilisines dans 
le sérum n’exclut pas la persistance du virus pendant la période 
tardive de la spirillose. On sait, en effet, que ce virus se conserve dans 
le cerveau au cours de cette période, puisque le transfert d’un tel 
cerveau 4 des souris neuves leur confére la parasitose. Cette consta- 
tation est 4 rapprocher du processus qui caractérise la paralysie géné- 
rale, ou la présence du Treponema pallidum dans l’encéphale coincide 
avec celle de taux élevés d’immobilisines sériques. Celles-ci ne sont 
done pas toujours un indicatif de la stérilisation. 


Il. Rats. — Peu importe s’il s’agit de Borrelia duttoni cultivés, ou 
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S®RUM DE SOURIS INFECTEES 


depuis : 


47 jours. 
ATS *, 

LS — 

148 — 

2) = 

37 — 

39 

40 — 

40 — 

53 

80 — 

157) — 
460 — 
164 — 
164 — 
LO ees ee ty urs 
ANT OMe 8 Fe Ren wa 
470 — 


Témoins souris normales. 


44 jours. . 
14 — . 
26 — 
26 — 
26 — 
26 — 
320 
320 — 
320 — 
320 — 
60 — 


JOUNS ss eeaey 


oe RB oS 


Co tw wo 0 


Avantlinfection. . 
AAO ELTS AOR, Gos 6 
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TABLEAU. 


SPIROCHETES DE CULTURE 
(au moins 3¢ passage) 


SPIROCHETES 
(sang de souris) 


avec sans 
complément | complément 
p- 100 p. 100 
Souris. 

50 35 

50 50 

80 80 
100 80 
400 400 
100 70 
100 80 
100 100 
400 70 
100 80 
100 80 
400 80 

80 50 

60 50 

80 50 

50 50 

50 5 

50 30 

20 45 

10 10 

20 20 

5 5 

10 Hy) 

Rals. 

80 50 
100 50 
100 SO 
400 100 
100 10 
100 SO 
100 80 
100 100 

80 80 
400 MD) 

80 70 

Cobayes. 

50 40 

Si) | 70 

80 60 

80 50 

80 | 50 

Homme. 
4() | 5 
80 | 80 


avec 
complément 
p. 100 


80 


100 
400 


100 
80 


100 
100 
400 


80 


80 


sans 
complément 
p-. 100 


710 


100 
80 


100 
80 
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de parasites présents dans le sang des sujets contaminés, le résultat 
est le méme : apparition d’immobilisines vers le Guabeuiome jour et 
leur persistance, 4 des taux variant entre 50 et 100 p- 100, jusqu’au 
soixantiéme jour, date extréme de nos essais, et cela en présence 
ou en l’absence de complément. 


Ill. Cobayes. — Résultats comparables aux précédents. 
IV. Homme. — Un paralytique général, du Service de M. le Prof. 


Delay (Sainte-Anne) a été traité par M. Denicker, en lui inoculant 
des spirilles récurrentiels (méme souche duttoni). Or, le taux des 
immobilisines anti-Borrelia, qui était de 5 a 10 p. 100 avant l’imocu- 
lation infectante, est monté 4 80 et 100 p. 100 dix-sept jours aprés 
(test anti-tréponémique de Nelson : positif). 


Il. — ULrRacentTRirvUGATION. 


Vaisman et Hamelin [7] ont séparé, au moyen de lultracentrifu- 
gation 4 80000 t/m, les « réagines » des « immobilisines » tréponé- 
miques dans les sérums syphilitiques. Ils ont montré que « Vultra- 
centrifugation d’un sérum  positif élimine en grande partie, voire 
méme totalement les réagines syphilitiques ; au contraire, le pourcen- 
tage des immobilisines antitréponémiques reste inchangé ». 

Nous avons entrepris des essais analogues avec les immobilisines 
récurrentielles en nous servant du sérum de 4 rats contaminés depuis 
trente-deux jours. Méme technique. Lecture aprés dix-huit heures «le 
séjour a 37°. 

POURCENTAGE 
(immobilisation 


SerumenonrcentriilucCwnn. woe sre) ts aes ee een 100 
Sérummucentriiugéro neures: «to nee 4 ee ees 100 
Serumuecentriiucessencures mes awe o-eny eetee eer e100 
Sérumucentrifugé 42 henresme fens ee eee eee 3) 00 
Sérumiucentrifugem > heuresme a ete eee | Eee 00 
Sérumiucentrifugéasheuresws .9) Shee .229 es 6 
Sérum centrifugé 24 heures el aes 5 RA on ah te a es BEN) EGS 
Suspension de spirochétes témoins . ALG stot hs, VEE. Be, weA0) 


Ces données prouvent que les immobilisines récurrentielles persis- 
tent au taux de 100 p. 100 dans le sérum pendant quinze heures 
pp? wecentrifgation: Un léger fléchissement de ce taux n’a été observe 
qu’a partir de la dix-huitiéme heure (76 a 48 p. 100). 


CONCLUSIONS GENERALES. — Des immobilisines spécifiques capables 
@agir sur Borrelia duttoni ont été décelées dans le sérum de souris, 
de rats, de cobayes et d’un paralytique général, au cours de l’évolution 
de la spirillose provoquée par ce parasite. Elles y ont persisté pendant 
une longue période de temps, leurs effets élant a la fois immobilisants 
et lytiques. La présence de ces principes dans le sérum sanguin est 
compatible avec Vexistence du virus récurrentiel dans Vencéphale des 
souris. L’ultracentrifugation, qui sédimente les « réagines » syphili- 
tiques, ne parait exercer qu’une influence légére sur les immobilisines 
récurrentielles qui, de ce point de vue, paraissent se comporter comme 
les immobilisines anti-tréponémiques. 
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LES IMMOBILISINES ACTIVES 
A L’EGARD DU SP/ROGHAETA GALLINARUM 


par C. LEVADITI, A. VAISMAN et A. HAMELINs» 


Institut Alfred-Fournier. Service de M. Levavirtr.) 


Parallélement 4 nos recherches concernant les immobilisines anti- 
récurrentielles [4], nous en avons entrepris d’autres se rapportant aux 
immobilisines agissant sur Je Spirochaeta gallinarum (Marchoux et 
Salimbeni). Nous résumons dans la présente note les résultats enre- 
gistrés avec ce spirille. 


Technique. — Spirilles culltivés dans Je milieu de Marchoux et Chorine 
et mémes spirilles contenus dans le sang de poules contaminées au 
préalable. Sérum de poules prélevé & des moments divers aprés la gué- 
rison de Ja maladie. Test en présence ou en l’absence de complément 
(serum frais de cobaye). Milieu de Nelson, ou solution de Tyrode. Temps 
de séjour 4 37° : trois heures. Pour le reste, méme technique que celle 
dont on se sert dans les essais se référant aux immobilisines antitréponé- 


miques présentes dans le sérum et Je liquide céphalo-rachidien des syphi- 
litiques. 


1. — IMMOBILISINES. 


Les données condensées dans le tableau TI permettent de formuler les 
conclusions suivantes 

1° Les immobilisines anti-Sp. gallinarum, absentes dans le sérum de 
poules normales, apparaissent dans le sérum des poules contaminées 
dés le cinquiéme jour aprés l’infection (40 & 50 p. 100) ; leur taux 
atteint 100 p. 100 a partir du sixiéme jour. Elles persistent 4 ce dernier 
taux jusqu’au soixante ct uniéme jour, date extréme de nos obser- 
vations ; 

2° La présence ou l’absence de complément n’influence guére ia 
positivité de la réaction immobilisante ; 


> 
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TABLEAU |. 


SPIROCHETES | SPIROCHETES 
: de culture de sang de poule 
SERUM DE POULE INFECTEE 


. | 
a Se: | é | 
depuis | en présence 
de 

| complément 


en présence 
de 
complément 


sans 
complément 


sans 
complément 


| 30 p.4100 | 80 p.100 | 40 p.100 | 40 p. 400 
5 ams. 100 — 100 — 400 — 100 — 
6 ees ities a ae ee 100 100 - 
13 STAM gaso ee eo remrn ae 1) 100 1400 — | 100 — 
13 Sete eas) sated. 100 | 
16 0 tan OM On 100 
46 100 

22 Lyse. Lyse. Lyse. 
22 Lyse. Lyse. Lyse. 
25 Lyse. 
45 100 p. 100 
61 400 — 


5 jours 
6 


Témoin, sérum de poule 


normale 0 — 


| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
i 
| 


3° Un phénomeéne de lyse spirochétienne se déclenche entre le vingt- 
deuxiéme et le vingt-cinquiéme jour en présence de sérum de poules 
guéries. Cette lyse est presque instantanée ; certains spirilles ayant 
résisté, quoique partiellement altérés, conservent cependant la faculté 
de se mouvoir. 


ConcLusion. — La crise spirillaire chez les poules conltaminées avee 
lé Spirochaeta gallinarum déclenche l’apparition d’anticorps sériques 
immobilisants, lesquels persistent au moins pendant soizante ef un 
jours aprés Vinoculation infectante. Le complément ne modifie pas 
Vallure du phénoméne. Une lyse plus ou moins intense des éléments 
spirillaires peut s’ajouter &@ l’immobilisation de ces éléments. 


Tl. — ULTRACENTRIFUGATION. 


Nous avons étudié, par ailleurs, l’effet exercé par l’ultracentrifu- 
gation sur la teneur en immobilisines du sérum de poules ayant fourni 
une réaction de Nelson positive. La technique utilisée fut la méme que 
celle employée par Vaisman et Hamelin [2] (Treponema pallidum) et 
par C. Levaditi, Vaisman et Hamelin [3] (Borrelia duttoni). Ultracen- 
trifugation 4 80 000 t/m a des temps divers. Examen du liquide suraa- 
geant et du dépét de la centrifugation repris par de l’eau_ physiolo- 
gique. 

Ce tableau montre qu’avant d’étre ultracentrifugé, le sérum 1’une 
poule guérie était nettement lysant. Aprés quatre heures de centrifu- 
gation, le taux des immobilisines sériques a été de 80 p. 100 pour 
descendre vers 50 p. 100 entre douze et vingt-quatre heures. Cependant 
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Tisceau Il. — Expérience avec le sérum d'une poule infectée 
depuis vingt-deux jours. 


SPIROCHETES SPIROCHETES 


TEMPS PD ULTKACENTRIFUGATION deuculture de sang de poule 


Liquide surnageant : 

0 heure 

4 heures . 

8 heures . 

42 heures . 

{18 heures. . 

24 heures . 
Culot de centrifugation : 

4 heures . 

8 heures . 

12 heures 

18 heures . 

24 heuree. . 


Téa.oin sérum de poule normale. 


des effets lysants du méme sérum ont été retrouvés dans les dépdts 
de sédimentation. 


Conciusron, — Lultracentrifugation a &0000 t/m ne débarrasse pas 
des immobilisines anti-Spi. gallinarum, le sérum qui les contient. Une 
certaine sédimentation de ces principes apparait, cependant, a partir 
de la douziéme heure. Des lysines anti-spirochétiennes ont été 
retrouvées dans le dépdt. Les immobilisines semblent donc se 
comporter, 4 peu d’écarts prés, comme les immobilisines anti-Trepo- 
nema pallidum et antirécurrentielles, en ce sens qu’elles ne sédimentent 
cucre (par suite de l’intervention de la force centrifuge) comme le font 
les. « réagines » anti-tréponémiques. 


CONCLUSIONS GENERALES. — Des immobilisines anti- Spirochaeta galli- 
naram apparaissent dans le sérum des poules guéries, le phénoméne 
@immobilisation des spirochétes s’accompagnant d’une lyse partielle 
de ces parasites. Du point de vue des effets de lultracentrifugation, 
les immobilisines paraissent se comporter comme celles qui agissent 
sur le Treponema pallidum et le Borrelia duttoni. 
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LE 7TREPONEMA PALLIDUM 
DEVITALISE PAR LE RAYONNEMENT ULTRA-VIOLET 
EST-IL UN ANTIGENE IMMOBILISANT ? 


par A. VAISMAN, A. HAMELIN et C. LEVADITI. 


(Institut Alfred-Fournier. Service de M. Lervaprt1.) 


Nous avons montré récemment [4, 2] que les lapins inoculés par 
voies intraveineuse ou intravasculaire avec des Treponema pallidum 
dévitalisés par la chaleur ou par le formol, continuent a étre réceptifs 
a Végard d’un transfert tréponémique d’épreuve et n’élaborent nulle 
trace d’immobilisine dans leur sérum. Ces immobilisines ne font leur 
apparition que cinquante-neuf et soixante-trois jours au moins aprés 
l’épreuve de la résistance acquise, laquelle, d’ailleurs, est nulle. Les 
tréponémes dévitalisés cessent donc d’étre des antigénes générateurs 
de principes immobilisants. En est-il de méme des spirochétes ayant 
perdu leur vitalité par suite de l’action stérilisante des rayonnements 
ultra-violets > Nous examinons ce probléme dans la présente commu- 
nication. 


Technique. — Une suspension de Treponema pallidum (syphilomes 
souche Nichols) dans le liquide de Tyrode est centrifugée pendant cing 
minutes a 2000 t/m (clarification). 10 cm’ de cette suspension sont versés 
dans des boites de Petri (diam., 10 cm). Irradiation au moyen d’une lampe 
Mazda; longueur du tube : 30 cm; distance : 52 cm; puissance : 
30 ergs/mm2/seconde. Cette irradiation a été effectuée par les soins de 
M. Latarjet, auquel nous adressons nos plus vilfs remerciements. L’effet 
dévitalisant du rayonnement ultra-violet a été précisé dans notre labo- 
ratoire. 


Nous avons examiné : 

1° L’intensité de l’action dévitalisante du rayonnement U. V. aprés 
une exposition de cing, dix et trente minutes, au moyen de |l’examen 
de la mobilité des tréponémes, des effets de leur transfert intratesti- 
culaire & des lapins et de la virulence des ganglions poplités de ces 
lapins, évaluée cent neuf jours aprés ce transfert. 

2° Le pouvoir immunisant des spirochétes irradiés et l’apparition 
des immobilisines sériques, titrée selon la méthode de Nelson et Mayer. 

Le tableau I résume les résultats des essais se rapportant au premier 
point. 

Il résulte des données condensées dans le tableau I que la dose de 
18 000 ergs/mm? (exposition pendant dix minutes) supprime le pou- 
voir chancrigéne du Treponema pallidum et sa généralisation dans le 
systeéme lymphatique poplité, tout en respectant sa mobilité. C’est un 
des exemples de cette dissociation entre le pouvoir pathogéne, d’une 
part, la mobilité des parasites, de l’autre. Une exposition pendant 
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TasLeau I. — Effet tréponémicide du rayonnement U. V. 


VIRULENCE POUR LE LAPIN 
MOBELITE 


eho ye Tranfert 
ae des | Numéro Résultat des ganglions 
ee des de Vinoculation poplités 
au 109e jour 
aprés l’épreuve 


tréponémes : : - : 
E lapins intratesticulaire 


Durée : 
30 minutes 
soit 
54 000 ergs/mun?. 


Immobiles. 


Durée : 

40 minutes. : 
soit Mobites. 
48 000 ergs/mm*. 


Duree : Orchite au 40° jour. 
5 minutes Td. 

soit 
9 000 ergs/mm?. i id. 


Mobiles. ae 


Orchite au 17° jour. 


Témoin. Mobiles. ae 


Id. 


lrente mainutes (dose de rayonnement : 54 000 ergs/mm?”) se comporte 
de méme. Par contre, irradiés pendant cing minutes (durée de rayon- 
nement : 9 000 ergs/mm7?), les spirochétes conservent leur mobilité et 
leur pouvoir chancrigéne ; ils se comportent donc comme les parasites 
témoins, non irradiés. 

Le tableau II se référe au deuxiéme point 

Les lapims utillisés dans cette seconde série d’essais omt recu, par 
injection intramusculaire, 6 cm*® de suspension tréponémique irradiée 
aux doses indiquées dans ce tableau (soit trente minutes et 54 000 ergs, 
vingt minutes et 36000 ergs et dix minutes et 18000 ergs) & trois 
reprises différentes (le premier, le septiéme et le quatorziéme jour). 
Kkxamen. de la virulence des ganglions poplités le cinquante et uniéme 
jour et test des immeobilisines sériques le quatre-vingt-septiéme jour. 
L’épreuve de la réceptivité & Végard des spirochétes virulents a été 
effectuée le quatre-vingt-dix-huitiéme jour et le test de Nelson le trente- 
huitiéme jour aprés cette inoculation d’épreuve. 

Le tableau Ii montre que la virulence du systéme lymphatique a été 
nulle cinquante et un jours aprés la premiére inoculation vaecinante 
et que le test de Nelson s’est révélé totalement négatif chez tous Iles 
lapims utilisés. La réceptivité vis-a-vis de tréponémes virulents s’est 
montrée normale (apparition de syphilomes testicularres Tle quinziéme 
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Tasteau Il. — Pouvoir vaccinant des tréponémes irradiés 
et test de Nelson. 


EPREUVE PAR INJECTION 
de tréponémes virulents 
Je 98e jour 


RESULTATS 


NUMERO 
RAYONNEMWENT 


des 
WA V5 Me 
4 irulence Test Test 


lapins des 


ganglions 
poplités 


de Nelson 
le 87¢ jour 


Apparition 


de chancres 


de Nelson 
le 38¢ jour 
p- 100 


le 51¢ jour 


Négatif. 15° jour 
Négatif. Id. 
Négatif. Id. 


30 minutes, 
54 000 ergs/mm:?. 


Négatif. 
Négatif. Id. 
Négatif Id. 
Négatif. Id. 


s 45¢ jour. 
20 minutes, 
36 000 ergs/mm?. 


Négatif. 4h° jour. 
Négatif. Id. 
Négatif. Id. 


40 minutes, 
18 000 ergs/min?. 


jour). Quand au test de Nelson, il devient positif trente-huit jours 
aprés l’épreuve de réceptivité, le taux d’immobilisation variant entre 
47 et 100 p. 100 (moyenne 79 p. 100). 


ConcLusion. — Le Treponema pallidum dévitalisé par l’exposilion aux 
rayonnements ultra-violets ne confére au lapin aucun état réfractaire 
et ne déclenche ni Ja contamination lymphatique, ni l’apparition 
d’immobilisines dans le sérum sanguin. Ce sérum ne devient immo- 
bilisant qu’aprés l’apparition des syphilomes testiculaires, lors de 
l’épreuve de réceptivité. Une dissociation se manifeste entre la perte 
de activité chancrigéne et la mobilité des parasites, lesquels peuvent 
continuer 4 se mouvoir, alors qu’ils ont perdu leur pouvoir conta- 
minant. 


BIBLIOGRAPHIE 
[4] A. Vaisman, A. Hametin et C. Levapitr. C. R. Soe. Biol., 1952, 446, séance 


du 10 mai (sous presse). 
[2] A. Hamecin, A. Varsman et C. Levapitr. /bid., méme séance. 


266 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


RECHERCHES SUR LE TYPE RESPIRATOIRE 
DE V/BRIO FETUS 


par R. VINZENT, A.-R. PREVOT et H. THOUVENOT. 


(Laboratoire des Hospices Civils du Havre et Service des Anaérobies, 
Institut Pasteur de Paris.) 


Comme l’ont observé R. Vinzent et A. Alloy dans un_ travail 
récent [4] il est souvent difficile de cultiver V. foetus a la surface de 
la gélose inclinée et dans les bouillons aérés 4 cause du rH élevé de 
ceux-ci ; par contre, ces auteurs ont observé que la gélose profonde 
désaérée est un excellent milieu ot chaque souche trouve d’emblée le 
niveau de rH qui lui convient, celui-ci étant différent pour chacune. 

Dans ces conditions, il était intéressant de déterminer le type respi- 
ratoire de V. foetus, considéré généralement jusqu’ici comme un aérobie. 
La technique suivie est celle de A.-R. Prévot [2] : gélose pro- 
fonde VF glucosée 4 2 p. 1000, répartie en tubes calibrés de 8 min de 
diamétre intérieur ; mesure du rH suivant le gradient déterminé par 
cet auteur au moyen des indicateurs colorés de rH. 

Neuf souches ont été étudiées, provenant de la Collection de l’Institut 
Pasteur (1). 

Sur ces 9 souches, 3 se sont comportées en gélose profonde comme 
des aérobies stricts : croissance exclusive dans les 3 mm supérieurs, 
soit d’aprés le gradient de Prévot entre rH = 20 et rH = 17. 

Cing autres se sont comportées comme des micro-aérophiles ayant 
leur croissance maximum autour de rH = 18 mais pouvant croitre 
faiblement et uniformément jusque dans la profondeur de la gélose, 
soit jusque rH = 7,2-7,4. Sur les 5 micro-aérophiles, 3 pouvaient croitre 
jusqu’a rH = 18,5 et 2 autres ne dépassaient pas rH = 18. 

Une enfin se comportait comme un anaérobie strict du type IV de 
Prévot, c’est-a-dire présentait une culture exclusive en disque suspendu 
CIlLne pubes lomel ri a—aaliqe 

Si lon ensemence en série cette souche de gélose profonde a gélose 
profonde, la croissance finit par s’étendre 4 toute la profondeur du 
tube. Ce comportement a été signalé jadis par Prévot pour Neisseria 
discoides et parait étre un phénomeéne général (du type mutation spon- 
tanée). Si au contraire on |]’ensemence en gélose profonde additiounée 
d’ascite fraiche la croissance envahit la zone aérobie, ce qui s’explique 
par la modification de rH que cette addition fait subir au milieu. 


Discussion. — Le type respiratoire de V. foetus étudié en gélose pro- 
fonde VF glucosée se montre variable suivant les souches, mais dans ia 
majorité des cas est du type anaérobie : 5 micro-aérophiles et 1 anaé- 
robie strict, soit 6 souches anaérobies contre 3 aérobies. 


(1) Entretenues par L. Segond que nous remercions vivement de nous 
avoir préparé les cultures en gélose-gélatine de ces 9 souches. 
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On a donc intérét a utiliser ce milieu pour l’isolement, la culture 
et l’étude de cette espéce. 

Le fait que parmi ces 9 souches, l’une s’est comportée comme un 
anaérobie strict nous incite a reconsidérer le travail de Curtis [3] qui, 
en 1913, a décrit un vibrion anaérobie strict isolé des lochies d’une 
femme dans un cas d’infection puerpérale et dans les leucorrhées 
d’une autre femme dans un cas d’avortement. Ce vibrion a été nommé 
par Préyot [4] Vibrio mulieris et classé dans le groupe des vibrions 
anaérobies non gazogénes. 

Les caractéres culturaux ne différent pas essentiellement de ceux de 
V. foetus. Le fait que sa présence a été constatée dams des cas d’avor- 
tement ou de fiévre puerpérale chez la femme pouvait faire penser 
qu’il s’agissait soit de la variété anaérobie de V. fetus, soit d’une 
espéce anaérobie stricte trés voisine. 

Récemment, un Américain, B. Q. Ward [5], s’est posé la méme 
question. Cet auteur a eu l’occasion d’observer un cas bénin d’infection 
humaine a V. foetus : un travailleur mfle de son laboratoire, mani- 
pulant depuis des semaines des cultures du vibrion, présenta une pus- 
tule 4 la joue ; dams le pus prélevé, coexistaient un bacille Gram-positif 
et un vibrion qui fut identifié 4 V. feetus. « Ce fait montre », dit 
Bb. Q. Ward, « que ce vibrion est capable de se greffer sur ]’organisme 
humain. » Il ajoute : « A notre connaissance (2), un seul cas d’infec- 
tion humaine se rapporte 4 ce microorganisme ou tout au moins a un 
microorganisme voisin, celui de Curtis. » 

Reprenant la description de Curtis, nous avons cependant relevé 
quelques différences entre son vibrion (V. mulieris) et V. foetus. Du 
point de vue de la morphologie, V. mulieris parait étre plus grand et 
plus gros. Il posséde plusieurs cils qui s’insérent électivement dans sa 
concavité, tandis que V. foetus n’en posséde qu’un a chaque extré- 
mité. Les cultures de V, mulieris dégagent une odeur désagréable, alors 
que celles de V. fetus en sont dépourvues. En outre, bien qu’il s’agit 
d’infection puerpérale et qu’une hémoculture ait dt étre faite, il n’y 
est fait aucune allusion, cependant qu’une infection a V. fetus ett 
certainement donné une hémocultre positive. 

Enfin, V. mulieris était associé 4 une flore polymicrobienne fréquem- 
ment rencontrée au cours d’affections variées de la sphére génitale Ale 
la femme. Toutes ces remarques nous conduisent a penser que 
V. mulieris est un hdte fréquent de la cavité vaginale, trés différent 


de V. fetus. 


ConcLusions. — 1° Vibrio foetus ne présente pas un type respiratoire 


uniforme ; 
2° Sur 9 souches, 6 se présentent comme des anaérobies dont 5 comme 


(2) La communication de B. Q. Ward a été remise pour publication le 
3 octobre 1947. Or, un de nous avec J. Dumas et N. Picard {6] avait 
publié, le 4 février de la méme année, la premiére observation d’infection 
placentaire Aumaine provoquée par V. faelus. On sait qu’en 1949, le méme 
auteur [7] en publia deux autres cas. Pour étre complets, nous devons 
ajouter que, depuis, V. foetus a été obtenu en hémoculture a deux reprises, 
une fois chez une femme non gestante et une autre fois chez un homme 


(observations encore inédites). 
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des microaérophiles et 1 comme un anaérobie strict du type IV’ «le 
Prévot ; 

3° La gélose profonde désaérée et le bouillon faiblement gélosé sont 
des milieux de choix pour son isolement et sa culture ; 

4° Malgré son type respiratoire, il semble bien devoir étre distingué 
de V. mulieris (Curtis), p. 1940. 
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NOUVELLE APPLICATION © 
DE L’'USAGE DES CORPS TENSIO-ACTIFS 
EN PHYSIOCLOGIE BACTERIENNE. 
COLORATION A FROID DES BACILLES TUBERCULEUX 


par J. DESBORDES, Er. FOURNIER et Cx. GUYOTJEANNIN. 


(Hopiial Bichat, Service du D® J. Parar.) 


Nous avons déja insisté sur une propriété de diverses substances 
tensio-actives vis-a-vis des germes A. A. R. rendant labile, dans cer- 
taines conditions, cette qualité tinctoriale [2, 3, 5]. 

Les résultats déja obtenus montrent a !a fois l’extréme résistance de 
Venduit lipidique du corps bacillaire (trés forte pour le bacille de Koch 
virulent, plus faible pour les germes A. A. R. para-tuberculeux) et ta 
possibilité de faire disparaitre 1’A. A. R. grdce A l’empioi de certains 
détergents judicieusement choisis (mélange industriel concentré de 
lauryl-sulfate de soude et de dodécylbenzéne sulfonate de soude, pro- 
duits définis dans la nomenclature Sisley, tels que l’Igepal ou J’UI- 
travon, par exemple). 

Poursuivant nos recherches, nous avons observé que le contact des 
bacilles A. A. R. avec ces mémes substances, au cours de la manipu- 
lation selon la méthode de Ziehl, permet de réaliser une telle coloration 
sans le concours de la chaleur, c’est-a-dire A la température du Jabo- 
ratoire. 

De tels résultats rejoignent les essais tentés dés 1944, 1945 et 1950 
par quelques auteurs qui proposérent l’utilisation de diverses sub- 
stances pour permettre une « imprégnation » plus facile des parois 
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cellulaires par les colorants : tels Randolph et Neekel {6] qui propo- 
sérent pour le B. K. le propyléne-glycol, Chermock et Muller [4] pour 
les techniques histologiques Je tergitol, enfin Aubert {4] pour tes 
germes A. A. R. le Tween 80. 


PARTIE EXPERIMENTAL. 


Nos essais nous ont montré qu’il fallait utiliser une solution de 
fuchsine basique un peu plus concentrée que celles des techniques 
classiques (4 g pour 300 cm*) et ne pas trop insister sur les temps de 
décoloration (une minute pour Vacide dilué et une minute pour l'alcool 
a 90°). Dans ces conditions, le temps de contact des germes avec la 
fuchsine peut é¢tre ramené a trois minutes seulement (ce temps doit 
étre assez exactement observé, un contact trop long étant nuisible). 
Ii faut également que le détergent soit suffisamment dilué dans la 
fuchsine. 

Nous avons effectué des essais avec des germes de collection et des 
produits pathologiques bacilliféres. Voici nos résultats : 

1° En opérani a froid, dans nos conditions expérimentales avec des 
germes de collection, et en utilisant une solution de fuchsine sans 
corps tensio-actifs, on observe que les bacilles A. A. R. sont colorés en 
bleu dans la proportion de 80 p. 100. On note la présence de 15 a 
20 p. 100 de germes colorés en rouge plus ou moins pale, on ne voit 
pas ou l’on voit mal les granulations. 

2° En remplacant la solution de fuchsine pure par un mélange de 
fuchsine-corps tensio-actif, la proportion précédente est inversée: on 
observe environ 10 p. 100 de germes cyanophiles et 90 p. 100 de germics 
fortement colorés en rouge trés vif, les granulations étant trés visibies. 

3° Avec les produits pathologiques, les bacilles A. A. R. sont bien 
nets, colorés en rouge vif, brillants, les granulations apparaissent 
nettement (fuchsine tensio-active). 

4° Les germes non A. A. R. ne sont pas colorés en rouge, mais sont 
cyanophiles (fuchsine tensio-active). 


TECHNIQUE. 


1° Réactirs. — A. Solution de fuchsine tensio-active. — On fait dis- 
soudre 4 g de fuchsine basique cristallisée dans 12 g d’acide phénique 
3 80° environ en utilisant un bain-marie. On laisse refroidir, puis, 
lorsque la solution est tiéde, on ajoute, en agitant bien, 25 cm d’alcooi 
a 95°. On compléte A 300 cm* avec de |’eau distillée. Aprés filtration, 
on ajoute le détergent choisi 4 la dose de X gouttes pour 100 cm* de 
solution de fuchsine en prenant soin de bien mélanger aprés addition 
de chaque goutte. Cette solution devra étre filtrée chaque fois avant 
Vemploi. 

B. Solutions décolorantes. — On utilise deux décolorations succes- 
sives : avec de l’acide nitrique 4 5 p. 100 d’une part, puis avec de 
lalcool 4 90° d’autre part. 

CG. Solution colorante de fond. — On utilise une solution classique 
de bleu de méthyléne phéniqué. 
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2° TrcunrouE. — On étale, fixe et colore. Pour ce dernier point, on 
recouvre la préparation de la solution de fuchsine tensio-active pen- 
dant trois minutes. On lave, puis on décolore a l’aide d’acide nitrique 
(une minute) et ensuite d’alcool (une minute). On lave et on recolore 
le fond de la préparation par la solution de bleu. 

Corps tensio-actifs étudiés. — Jusqu’a présent, tous les corps que 
nous avons étudiés se sont montrés doués de cette propriété. La dose 
utilisée a toujours été la méme, soit I goutte pour 10 cm® de fuchsine, 
un exces de corps tensio-actif étant plutét néfaste. 

Nous avons utilisé : 

Tween 80 et Tween 20 [détersifs non ioniques] ; antarox A-400 
(Nomenclature Sisley), série des ammoniums quaternaires [détersifs 
cationiques] ; tétra décyl sulfate de soude, Lavassol, Igepal (Nomencla- 
ture Sisley) [détersifs anioniques] ; ou des mélanges industriels divers, 
tels que « Solilaine » ou « Solivaisselle ». 


ConcLustons. — Notre méthode, par sa rapidité d’exécution, par ia 
suppression du chauffage et par l’usage de détergents 4 bas prix se 
trouvant facilement sur le marché, apporte, 4 notre avis, une sérieuse 
amélioration 4 la détection des bacilles A. A. R. au laboratoire d’ana- 
lyses médicales. . 
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LA TUBERCULOSE EXPERIMENTALE DU COBAYE 
A BACILLES STREPTOMYCINO-DEPENDANTS 
par J. BRUN, J. VIALLIER et J.-C. KALB. 


(Laboratoire de Pathologie générale et expérimentale 
de la Faculté de Médecine [Prof. A. JosseRanp] 
et Institut Bactériologique, Lyon.) 


La virulence pour le cobaye des bacilles tuberculeux streptomycino- 
dépendants a été étudiée par un certain nombre d’auteurs. Lenert et 
Hobby [4], Yegian et Vanderlinde [2] n’ont pas réussi A provoquer 
de tuberculose expérimentale chez le cobaye en lui inoculant une 
souche de bacilles streptomycino-dépendants. Doane et Bogen [3] ont 
pu longuement étudier une souche de bacilles dépendants qui a 
conservé cette propriété au cours de repiquages ultérieurs. Cette souche 
qui avait été isolée de l’expectoration d’un malade traité par la strep- 
tomycine fut inoculée par voie sous-cutanée & 12 cobayes. La moitié 
servit de témoins, les autres recurent une injection journaliére de 
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100 mg de streptomycine durant deux mois. Aucun de ces 12 animaux, 
traités ou non, ne se tuberculisa. Par centre, une souche mutante 
dérivée de la souche primitive par repiquage en milieu non strepto- 
myciné se serait montrée pathogéne pour le cobaye. Coletsos [4] 
explique cette perte de virulence par une sénescence et une dégéné- 
rescence rapide des souches streptomycino-dépendantes, dues au déve- 
ioppement accéléré et anormal du bacille tuberculeux sous l’influence 
d’un facteur de croissance inhabituel. 

A l’opposé, F. Tison [5] signale avoir tuberculisé des cobayes avec 
une souche strictement dépendante & 10 ug et résistant A 50 ug. La 
tuberculose expérimentale provoquée par cette souche dépendante fut 
rapidement aggravée par rapport 4 celle des animaux témoins, par 
des injections journaliéres de streptomycine. Les lésions de type miliaire 
furent plus extensives et les cobayes traités devinrent rapidement 
cachectiques. 

L’interprétation de ces faits reste délicaie, d’autant plus que 
Steenken et Wolinski [6] ont montré que l’injection de streptomycine 
ageravait la tuberculose du cobaye inoculé avec des bacilles strepto- 
mycino-résistants. F. Tison n’a pas retrouvé, au cours de son expéri- 
mentation, une telle aggravation. 

Ayant eu l’occasion d’isoler deux souches de bacilles tuberculeux 
streptomycino-dépendants, nous avons étudié leur pouvoir pathogéne 
pour le cobaye. Dans ces deux cas il ne s’agissait pas de streptomycino- 
exigence, mais de streptomycino-dépendance relative. Ces deux souches 
isolées sur milieux streptomycinés a partir de l’expectoration de malades 
porteurs de lésions pulmonaires poussaient nettement, d'une facon 
plus rapide et plus abondante sur milieux streptomycinés qu’en milieu 
témoin. Ce caractére se reproduisit au cours de plusieurs repiquages 
successifs puis disparut comme il est de régle, la souche restant strep- 
tomycino-résistante. 

Voici les protocoles expérimentaux des deux expériences 

Expérience 1. — Souche isolée directement de 1l’expectoration d’un 
malade en cours de traitement, en milieu de Dubos additionné de 
50 ug de dihydrostreptomycine par millilitre et entretenue réguliére- 
ment sur milieu de Youmans contenant 100 mg de dihydrostreptomy- 
cine par centimétre cube. Cette souche poussait nettement plus rapi- 
dement et plus abondamment en milieu streptomyciné qu’en milieu 
témoin. Ce caractére persista durant 5 repiquages successifs. 

L’inoculation fut pratiquée le 18 janvier 1952 4 8 cobayes, a la dose 
de 1/10 de mg/kg. Les bacilles inoculés provenaient d’une culture 
en Youmans contenant 100 yg par centimétre cube de dihydrostrepto- 
mycine (troisitme passage), la souche ayant conservé les caractéres de 
streptomycinophilie. Quatre cobayes ont servi de témoins, les 4 autres 
ont recu une injection journaliére de 20 000 ug de la méme dihydro- 
streptomycine qui avait servi 4 traiter le malade et 4 entretenir la 
souche. 

Lors de l’inoculation, le poids global de chacun des lots était 
identique. 

Deux cobayes sont morts prématurément, un cobaye témoin au 
sixiéme jour (autopsie négative) et un cobaye traité au onziéme jour 
(petit ganglion inguinal caséeux). 
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Le traitement a été poursuivi cinquante-trois jours. Les cobayes ont 
été pesés réguligrement. Les témoins ont grossi de 400 g et les traités 
maigri de 90 g. 

Les 3 témoins et les 3 traités survivants sont sacrifiés le 13 mars 
1952. A l’autopsie tous les cobayes présentent des lésions de tubercu- 
lose expérimentale généralisée sans que l’on note des différences appré- 
ciables d’une série a l’autre. (Poids moyens des foies : témoins = 29 g, 
traités = 26 g ; longueur de la rate dans un grand axe; témoins. 
= 4,1 cm, traités = 4,3 cm.) On note simplement peut-étre des Iésions 
pulmonaires plus accentuées chez les cobayes traités. Ces légéres diffé- 
rences sont aisément explicables par les injections répétées des 
animaux. 

Expérience 2. — Souche Gia..., isolée A partir de 1l’expectoration 
d’une malade atteinte de tuberculose pulmonaire et traitée par la 
dihydrostreptomycine. Le titrage de Ja sensibilité en milieu de You- 
mans montre qu’il s’agit d’une souche résistante 4 plus de 50 yg/m]) 
et qui pousse plus rapidement et plus abondamment en milieu strep- 
tomyciné qu’en milieu témoin. Le caractére se conserve lors d’un 
deuxiéme repiquage de la souche isolée. C’est avec le bacille ayant 
poussé en Youmans, sérum de cheval, contenant 50 yg de dihydro- 
streptomycine par centimétre cube que l’on inocule 16 cobayes le 
14 novembre 1950, 4 la dose de 0,1 mg/kg. Huit sont conservés comme 
témoins, 8 recoivent chaque jour, en deux injections, 30000 ug de 
dihydrostreptomycine. Le traitement fut commencé le lendemain de 
Vinoculation. 

Le 26 décembre, soit le quarante-deuxiéme jour aprés |inoculation, 
4 cobayes traités sont morts ainsi que 2 témoins. Les lésions trouvées 
4 Vautopsie, variables selon la date de la mort, étaient entiérement 
superposables d’une série 4 l’autre. Les animaux traités survivants au 
nombre de 4 ont recu chacun 1,2 g de streptomycine. Ils sont sacrifiés 
ainsi que les 6 autres témoins survivants. Les lésions observées sont 
celles de la tuberculose expérimentale classique avec atteinte hépatiquc 
et splénique et lésions pulmonaires. On n’observe pas de différences 
notables entre les animaux témoins et les traités. 

Ces deux expériences, en tous points superposables, nous ont donc 
montré que deux souches streptomycinophiles de bacilles tuberculeux 
avaient conservé pour l’animal un pouvoir pathogéne élevé puisque 
leur inoculation a déterminé chez le cobaye 1’évolution d’une tuber- 
culose expérimentale 4 marche rapide. 

D’autre part, le traitement de certains des cobayes inoculés par la 
streptomycine ne nous a pas permis de modifier ]’évolution de la tuber- 
culose et de l’aggraver par rapport a celle des animaux témoins. 
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ACTION COMBINEE /W V/TRO DE L’'I.N-H. 
ET DE LA STREPTOMYCINE SUR LE BACILLE DE KOCH 


par M=e M. AITOFF et Me A. SALAS. 


(Laboratoires du D' Drsat, & Garches.) 


Avant de communiquer les résultats de nos expériences, nous vou- 
drions donner une définition de ce qu’il est convenu d’appeler la 
« synergie ». 

Lorsque deux substances chimiques différentes ayant une action 
antibactérienne se trouvent en présence |’une de l’autre, elles peuvent 


soit s’annihiler — c’est l’antagonisme (exemple : P. A. B. et sulfa- 
mides), soit agir indépendamment et exercer chacune sa propre action 
antibactérienne — c’est l’action additive pure et simple, par exemple 


l’action combinée de 3 ou 4 sulfamides différents, soit enfin exacerber 
dans le méme sens 1’action antibactérienne exercée par chacune d’elles : 
c’est la potentialisation de |’action, soit le vrai sens étymologique du mot 
grec synergie : agir ensemble. 

Le biologiste anglais Bigger analyse le phénoméne de synergie et 
d’antagonisme de trois substances antiseptiques, combinées deux par 
deux 4 trois antibiotiques donnant 16 mélanges différents. I] arrive a Ja 
conclusion que, dans certains cas, l’action qui est synergique jusqu’a 
une certaine concentration devient antagoniste lorsqu’on la dépasse. 

Aprés cette mise au point sur la question de synergie, nous vou- 
drions communiquer le résultat de nos expériences sur l’action com- 
binée de lhydrazide isonicotinique et la streptomycine. 

Lorsqu’on étudie l’action combinée de deux substances, il est néces- 
saire tout d’abord de procéder a Ja détermination de l’action antibac- 
térienne de chacune d’elles pour définir les proportions dans lesquelles 
il faudra les mélanger. 


TaBLeAu I. — Action de VI.N.H. seul sur le B.K. 
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Tout comme pour le P. A. S., l’expérimentation a été faite dans le 
milieu liquide de Dubos. Une série de tubes remplis 4 4 cm* avec 
des doses décroissantes de chacun des deux produits est ensemencée 
avec la souche H37RV. 

Apres dix-sept jours d’étuve l’inhibition s’arréte 4 0,05 yg. (Tabl. I.) 


TasLeau Il, — Action de la streptomycine sur le B.K. 
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Apres dix-sept jours d’étuve l’inhibition s’arréte 4 0,5 wg de strepto- 
mycine, 

Ceci nous indique la proportion dans laquelle les deux produits 
doivent étre mélangés pour combiner le plus efficacement leur action. 

Dix parties de streptomycine sont mélangées 4 une partie d’ hydra- 
zide isonicotinique. 


Tasteau Ill, — Action combinée de dix parties de streptomycine 
et une partie da’I.N.H. 
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Le dernier tube clair est celui qui contient 0,2 ug de streptomycine et 
de 0,2 ug a’l. N. H. 
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Si l’on compare l’action combinée des deux produits avec l'action 
de chacun des composants qui était respectivement de 0,5 ug pour la 
streptomycine et de 0,05 ug pour 1’I.N.H. aprés le méme laps de 
temps, on voit que l’action combinée est deux fois et demie plus grande 
que celle des deux produits séparés. 

Sommes-nous ici en face d’une action synergique aussi nette que 
celle que nous avions constatée pour l’action combinée du P. A. S. et 
de VI. N. H., ou bien, dans le cas présent, cette action ne peut-elle 
étre considérée que comme simplement additive ? 

Nous supposons que c’est la seconde action que nous sommes en 
droit d’admettre. 

Toutefois, ce qui est valable pour les deux séries d’expériences, c’est 
la stabilisation obtenue par le mélange des deux substances I. N. H. 
et P. A.S. et I. N. H. et streptomycine. 

Cette stabilisation qui, dans nos expériences, dure pendant un mois 
est d’autant plus intéressante que les tubes contenant 1’I. N. H. seul 
aprés quatorze 4 vingt jours d’étuve ont tendance a pousser a des 
concentrations de plus en plus fortes. I] en est de méme pour la strep- 
tomycine. Ce phénoméne de stabilisation nous fait supposer que les 
combinaisons I. N. H.-P. A.S. et I. N. H.-streptomycine arriveront a 
lutter contre la résistance 4 lI. N.H. qui apparait d’une maniére 
précoce. 


EFFET REMARQUABLE, 
SUR LA TUBERCULOSE EXPERIMENTALE DU COBAYE, 
DE L’ASSOCIATION DE L’IODOCHLOROXYQUINOLEINE 
AVEC UNE DOSE SUBACTIVE DE STREPTOMYCINE 


par Fernanp TISON. 


(Laboratoire central des Villages Sanatoriums de Haute Altitude, 
Praz-Coutant | Haute-Savoie ].) 


Dans une communication précédente [4, 2] nous avions souligné 
Vaction remarquable de 1]’iodochloroxyquinoléine (I.C.Q.) sur la tuber- 
culose du cobaye. 

Ce corps peu toxique, dont l’action locale avait été remarquée par 
Chiono Paolo [3] et l’action in vitro par J. Born, I. Koczka, 
S. Maron [4] nous avait donné des résultats assez surprenants. 

Les travaux de S. Rochetta [5] nous ont incité 4 essayer un corps 
soluble : le sulfate d’orthoxyquinoléine. Dix cobayes tuberculisés étant 
conservés comme témoins, 10 animaux de méme poids ont été traités 
par 3 cg/kg et par jour. L’autopsie n’a pas mis en évidence une action 
nette de ce corps. 

Par contre, un nouvel essai de 1’1.C.Q. a été satisfaisant : 20 animaux 
ont été inoculés avec 1/10 de milligramme de bacilles humains. Le 
traitement a été commencé aussitét a titre préventif chez 10 de ces 
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animaux qui recurent 3 cg d’I.C.Q. injectable par kilogramme et par 
jour. L’autopsie des animaux sacrifiés trois semaines plus tard nous 
confirma les résultats de la premiére expérience [4, 2]. 

Nous avons pensé alors & nous adresser 4 une association de 1’1.C.Q. 
avec la streptomycine A dose subactive. 

Pour que l’expérience soit nette, nous avons inoculé les animaux 
avec des doses fortes de bacilles, et mous avons laissé évoluer la tuber- 
culose dix-huit jours avant traitement. 

Quarante cobayes de méme poids recurent 1 cg de bacilles humains 
fraichement isolés. Ils furent inoculés sous la peau de la cuisse gauche. 

Les animaux furent séparés en quatre groupes de 10. 

Premier groupe témoin. 

Deuzxiéme groupe recevant par jour, a partir du dix-huitiéme jour, 
2 mg de dihydrostreptomycine matin et soir. 

Troisiéme groupe recevant par jour, & partir du dix-huitiéme jour, 
8 mg d’une émulsion d’I.C.Q. 

Quatriéme groupe recevant par jour deux injections de 2 mg de strep- 
tomycine et une de 8 mg de I.C.Q. 

La suspension d’iodochloroxyquinoléine était préparée de Ja facgon 
suivante : 


TC Oe Bagi he Seka peer Ae anne Te te aan ee om 1g 
Bautdistillée gs sas ne ce net ee tee 40g 
AL WOCD 8 Occ) senate aie) iieoe ate lan PeCnNea rate arena I goutte. 


La dose de Tween 80 recue a chaque injection était insignifiante et 
ne permettait pas une action analogue a celle décrite par L. Pollet, 
M. Gaultier et E. Fournier [6] et J. C. Krantz et coll. [7]. 

Les autopsies aprés sacrifice d’un animal de chaque groupe ont été 
faites les dixiéme, quinziéme, vingt-deuxiéme, vingt-cinquiéme, vingt- 
huitiéme, trentiéme, trentiéme, trentiéme, quaranti¢me, quarantiéme 
jours. 

Les planches ci-jointes sont plus éloquentes qu’un long texte. 

Etant donné le développement rapide de la maladie di a une infec- 
tion massive, les résultats ont été surprenants. 

Les cobayes du groupe 4 ont été l’objet d’une telle régression des 
lésions que l’on pense plus 4 une synergie qu’Aa une simple addition 
des effets de la streptomycine et de I.C.Q. 

I] est probable que la thérapeutique humaine pourra tirer profit de 
ces constatations. 

Déja le traitement local (spéléotomies, pleurésies purulentes) nous 
a semblé intéressant. 
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L’EPREUVE DE L’ANNEAU (RING-TEST) 
POUR LA DETECTION DE LA BRUCELLOSE OVINE 
par L. CARRERE, J. ROUX et H. QUATREFAGES. 


(Laboratoire de Microbiologie de la Faculté de Médecine 
de Montpellier et Centre OMS/OAA 
de Recherches sur la Fiévre ondulante.) 


Nous avons récemment étudié I’épreuve de l’anneau sur le lait 
(Abortus Bang Ring-Probe ou ring-test) au double point de vue de 
Vépidémiologie et du diagnostic de la brucellose chez les ovins. 

Nous rapportons dans cette note les seuls résultats obtenus dans le 
diagnostic de la maladie, l’ensemble des recherches épidémiologiques 
faisant Vobjet d’une publication en cours (Organisation Mondiale de 
la Santé). 

Depuis la communication de Fleischauer [3] de nombreux travaux, 
notamment américains et danois, ont porté sur le ring-test. En France, 
Rossi [4] l’a étudié chez les bovins, et fait ressortir nettement le 
erand intérét de ce test dans la recherche épidémiologique, mais sa 
valeur limitée pour le diagnostic individuel de la maladie. Au 
Cc. R. F. O. [2] l’épreuve de l’anneau effectuée chez les chévres a montré 
que la réaction, tout au moins avec les antigénes et les techniques 
actuellement préconisés, ne donnait aucun résultat pratique. 

Technique de la réaction. — Le ring-test est une réaction d’agglu- 
tination, dans laquelle l’antigéne agglutiné est entrainé en surface par 
montée de la créme du lait. 1 cm* de lait frais est soigneusement 
mélangé a I goutte d’antigéne coloré, dans un tube 4 hémolyse. Aprés 
une & deux heures 4 37°, l’apparition d’un anneau coloré a la surface 
du lait indique une réaction positive. La réaction peut s’effectuer sur 
le lait fraichement trait, sur le lait de vingt-quatre heures conservé 4 
la température du laboratoire, ou sur un lait conservé plusieurs jours 
soit au frigidaire, soit par adjonction d’eau oxygénée. I] faut prendre 
soin, si le lait a été recueilli depuis quelque temps, d’agiter fortement 
pour bien homogénéiser. L’antigéne est une suspension de Brucella 
colorées par une technique particuliére. Plusieurs procédés ont été 
proposés : nous le préparons a partir d’une souche de Br. suis smooth, 
selon Ia technique de Bendtsen [4] dans laquelle le colorant utilisé 
est le chlorure de 2,3,5, triphényltétrazolium qui colore les Brucella 
en rouge cerise. 

Lorsque la réaction doit se faire dans la bergerie méme, au cours 
d’une enquéte épidémiologique, nous utilisons une étuve portative 
simple et légére, en bois, chauffée par une bouillotte au mélange eau- 
acétate de soude. Le délai optimum de lecture nous parait étre de deux 
heures, certaines réactions positives apparaissant d’ailleurs aprés qua- 
rante minutes d’étuve. Une lecture trop tardive, par contre, n’a pas 
de valeur : aprés douze heures, méme & la température du laboratoire, 
de nombreux laits de brebis, indemnes de brucellose, présentent un 
anneau coloré en surface. 
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Un test positif se manifeste par la formation d’un anneau rouge 
cerise & la surface du jait, tandis que le reste du lait, primitivement 
coloré de facon homogéne, est décoloré. Suivant l’intensité de l’anneau 
et la décoloration consécutive plus ou moins compléte du lait au- 
dessous, les résultats sont notés ++++, +++, ++, Tt. 

En cas de réaction négative, le lait reste coloré en rouge, tandis qu’a 
la surface se trouve un anneau de créme blanche. Fréquemment, au 
lieu d’un anneau en surface, on note la présence d’un culot coloré 
dans le fond du tube, avec éclaircissement de la colonne de lait. Par- 
fois, anneau et culot coexistent. Tous les résultats obtenus permettent 
d’accorder & ce culot la méme valeur qu’a l’anneau. 

Etude comparée avec d'autres réactions de diagnostic de la brucellose. 
— Cette étude a été faite sur les laits individuels de brebis en vue 
d’une application éventuelle au diagnostic de Ja maladie. Dans un 
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troupeau trés infecté nous avons pratiqué sur 63 brebis une intradermo- 
réaction 4 la mélitine, un séro-diagnostic de Wright, une lacto-agglu- 
tination et un ring-lest. 

L’intradermo-réaction a été faite par injection dans le derme du pli 
sous-caudal de 0,1 cm* de mélitine du C. R. F. O. La lecture est faite 
quarante-huit heures aprés. Le séro-diagnostic de Wright est effectué 
avec l’antigéne du C. R. F. O. et par la technique habituelle. Chez les 
brebis une agglutination compléte au taux de 1/10 est considérée 
comme positive. La technique du lacto-séro-diagnostic est celle qui est 
employée couramment ; obtention du lacto-sérum par coagulation du 
lait par la présure, dilution en progression géométrique, antigéne 
du C. R. F. O. Une agglutination au taux de 1/10 est positive. 

Pour les 65 brebis, les résultats des examens ont été les suivants 

61 intradermo-réactions, 60 séro-diagnostics, 37 ring-tests et 23 lacto- 
séro-agglutinations ont été positifs. Le graphique ci-joint traduit ces 
résultats en pourcentage et objective nettement les valeurs cumparées 
de ces différentes épreuves (graphique 1). 


ConcLusions. — Bien que portant sur un nombre restreint d’ani- 
maux, on peut déduire de nos recherches la confirmation de la supé- 
riorité de l’intradermo-réaction et de la séro-agglutination en ce qui 
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concerne le diagnostic de la maladie. Nous considérons d’ailleurs que 
Vintradermo-réaction est parfois plus précocement positive que la séro- 
agglutination (nous en avons un cas dans cette étude). La valeur de la 
séro-lacto-agglutination, chez les brebis, parait trés restreinte et compa- 
rable aux résultats médiocres chez les bovins (Rossi) [5]. 

Le ring-test s’avére supérieur 4 la lacto-séro-agglutination par une 
sensibilité plus grande. Par ailleurs la spécificité de cette réaction a 
été vérifiée sur de nombreux autres animaux : nous n’avons jamais 
rencontré de ring-test positif chez des brebis saines. Cependant les 
résultats donnés par le ring-test sont inférieurs 4 ceux du_ séro- 
diagnostic et de l’intradermo-réaction. Il est trop souvent négatif chez 
des animaux brucellisés pour étre de quelque valeur quant au 
diagnostic de la maladie. 

Par contre, il convient de souligner A cette occasion l’intérét trés 
réel du ring-test dans le dépistage de la brucellose ovine au cours des 
recherches épidémiologiques, comme a été soulignée sa valeur dans la 
détection de la brucellose bovine par Rossi [4]. Récemment, au cours 
d’une enquéte épidémiologique portant sur 134 troupeaux (8 600 
brebis), nous avons pu en marquer le bien-fondé dans les résultats 
que nous rapportons par ailleurs (Bull. Org. Mond. Santé). La spéci- 
ficité de la réaction, sa simplicité qui permet sa réalisation 4 la ber- 
gerie méme, sa portée, lorsqu’elle est exécutée sur les laits de grand 
mélange, font du ring-test la réaction par excellence dans les grandes 
enquétes de dépistage, systématique, rapide, des foyers régionaux de 
brucellose ovine. 
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LES ACIDES HUMIQUES 
DANS LA PREPARATION DE MILIEUX 
POUR L’ETUDE ECOLOGIQUE DE LA MICROFLORE 
DES SOLS ACIDES 
par H. pe BARJAC. 


(Institut Pasteur. Service de Microbie technique. 
Laboratoire de Microbiologie du sol.) 


L’un des principes de la Microbiologie des sols est d’employer des 
techniques se rapprochant au maximum des conditions écologiques elle 
Il n’est donc pas rationnel d’examiner la microflore caractéristique des 
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terrains acides sur des milieux de culture 4 pH = 7. D’autre part, 
l'acidification des milieux par addition de tampons ou d’acides miné- 
raux tels que PO,H, reste fort éloignée des conditions d’acidification 
dans le sol. 

L’emploi d’acides organiques serait a priori plus satisfaisant s’il ne 
réalisait en méme temps un apport d’aliment énergétique capable 
de favoriser spécifiquement tel groupe physiologique, aux dépens de 
tel autre. 

L’acidité des suls n’est pas due a la présence d’acides solubles, mais 
au degré de non-saturation du complexe colloidal argilo-humique, soit 
a la concentration en ions H + fixés a la surface dissociée des micelles 
acidoides de ce complexe [2]. La prépondérance du rdéle joué par les 
colloides humiques dans la réaction des sols nous a donc conduit 
a envisager leur utilisation pour ajuster des milieux de cultures 
acides, en nous maintenant le plus prés possible des conditions 
naturelles. 

L’extraction des acides humiques a été réalisée par la technique 
suivante indiquée par Pichard [3]. 

Mode d’obtention des acides humiques. — 2 kg de terreau sont 
soumis 4 l’épuisement par 4 1 d’ammoniaque en solution a 2 p. 100, 
en présence de chlorure de potassium 4 0,2 p. 100. pour coaguler 
l’argile. L’épuisement est réalisé 4 l’abri de l’air (solution ammoniacale 
préparée avec de l’eau distillée bouillie, flacon d’extraction compleéte- 
ment rempli de liquide et soigneusement bouché), ce qui est indis- 
pensable pour empécher l’oxydation de la lignine. Aprés douze heures 
de contact 4 froid, on porte douze heures 4 60° en agitant 4 plusieurs 
reprises. Le liquide brun surnageant est filtré et le filtrat précipité 
par l’acide chlorhydrique jusqu’a obtention de pH = 2, point ot l’on 
n’observe plus de précipitation. Le précipité est séparé par centrifu- 
gation puis soumis a différents lavages avec une solution de CIH A 
2 p. 1000, puis de l’eau acidifiée par quelques gouttes de ClH, puis 
enfin de l’eau distillée (trois 4 quatre fois). Le précipité lavé est alors 
Temis en suspension dans l’eau distillée, et peut étre purifié par 
redissolutions et précipitations successives. On obtient ainsi une 
suspension homogéne et stable d’acides humiques dont le pH est de 
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2,5 et l’extrait sec est de 4,4 g par litre (dans les conditions de concen- 
tration ot nous nous sommes placé). 

Réalisation d’une gamme de pH acides en différents milieux. — Cette 
méme suspension d’acides humiques ajoutée A diverses concentrations 
aux milieux usuels suivants nous a permis d’obtenir des pH éche- 
lonnés de 6,4 a 3,3. 


Concussion. — L’addition d’acides humiques aux milieux de culture 
pour l’étude des microbes de sols acides permet de réaliser des condi- 
tions de développement trés proches des conditions écologiques : degré 
de pH acide trés nuancé en fonction de la concentration, nature méme 
des colloides réglant ce pH. Ils auraient de plus l’avantage, méme dans 
ces milieux stérilisés par la chaleur, d’agir comme facteurs de crois- 
sance, l’emploi d’humates ayant déja été conseillé pour stimuler le 
développement des cultures de microbes du sol [4]. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les 
Annales de l'Institut Pasteur : 


Recherches immunochimiques sur « Vibrio foetus ». I. Etude 
sérologique préliminaire de dix souches d’origines diverses. 
II. Fractionnement chimique des corps microbiens et étude 
sérologique de deux fractions antigéniques, par J. GaLiur. 


Essai de dosage des antigénes somatiques au sein de 
« S. typhi ». Il. Dosage de l’antigéne O dans les microbes 
de nombreuses souches typhiques, par M' A. M. Sravp et 
R. ComBEs. 


Etude cytologique de la lyse d’un « Escherichia coli » colici- 
nogéne, par M° B. DrLaporTe. 


Calcul du point 50 p. 100 de Reed et Muench en fonction du 
temps de survie mesuré dans une cage enregistreuse, par 
R. DeEvienat. 
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LIVRE REGU 


A. Piney. — A clinical Atlas of Blood Diseases, 7° édit., 1 vol., 136 Pp» 
48 fig. dont 45 en couleurs. J. et A. Churchill, Londres. Prix : 
21 sh. 


I] s’agit de la 7° édition de cet Atlas, dont la premiére avait paru 
en 1930. Comme le rappelle l’auteur dans la préface, l’hématologie a 
fait des progrés considérables au cours de ces vingt derniéres années, 
et la présente édition s’est efforcée de présenter d’une facon condensée 
les aspects actuels, cliniques, hématologiques et pathologiques de la 
question. I] s’agit d’un manuel qui sera précieux tant aux spécialistes 
qu’aux praticiens. Les planches en couleurs ont été l’objet de soins 
tout particuliers et un glossaire en fin d’ouvrage permet de se reporter 
facilement au sujet désiré. 

lel, ale 


CONGRES D’HYGIENE 


Le XXXII* Congrés d’Hygiéne, organisé par la Société de Médecine 
Publique et de Génie Sanitaire, aura lieu au grand amphithéatre de 
l'Institut Pasteur, les 27, 28 et 29 octobre 1952, sous la présidence du 
D' Leclainche, directeur général de l’Assistance Publique de Paris. 


Les sujets mis 4 l’ordre du jour du Congrés sont les suivants 

— Epidémiologie des Leptospiroses. 

— Le rhumatisme, maladie sociale. Organisation de la lutte contre 
le rhumatisme. Principes et réalisations. 

— Evolution des problémes hospitaliers en France et a 1’étranger. 

Les auteurs qui désireraient présenter des communications sur ces 
sujets sont priés d’en adresser le texte en triple exemplaire ainsi qu’un 
résumé en 30 exemplaires au Secrétariat Général du Congrés, D*™ Petit- 
Maire, 1, rue de Tilsitt, Paris (8°), avant le 15 septembre. 

Les demandes d’inscription au Congrés doivent également étre 


adressées au Secrétariat général qui adressera aux intéressés tous les 
renseignements utiles. 


Le Gérant: G. Masson. 


Dépot légal. — 1952. — 3e Trimestre. — Numéro d’ordre 1480. — Masson et Cie, édit.. Paris. 
Ancne Imp. de la Cour d’Appel, 1, rue Cassette, Paris. 
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